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Oupa 1o duPnrew mabog, oL kAT EVVNOEC AVORWTOLOL CAQKWYV Kol HEAEWV €
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d¢ 6 Bavartog, moTl kal Plog aloxQOg Kal EMImMOVOC.

(Ein wundersames Leiden ist die Harnruhr, und nicht sehr gewohnlich bei den Menschen: die
Zusammenschmelzung von Fleisch und Bein in den Harn. Feuchtigkeit und Kdlte sind die
Ursache, wie bei der Wassersucht. Aber der Weg [der Fliissigkeit] ist der gewohnliche durch
Nieren und Harnblase. Sie [die Kranken] horen ndmlich nie auf Harn zu lassen, sondern wie
aus geoffneten Schlduchen kommt ein unaufhorlicher Fluss. Lange dauert die Entstehung der
Krankheit, einige Zeit wird sie [wie eine Leibesfrucht] ausgetragen. Aber der Mensch hat nur
noch ein kurzes Leben, wenn der Zustand vollkommen ausgeprdgt ist: heftig ist namlich die

Abzehrung, und schnell der Tod nach einem elenden und miihseligen Leben.)

Aretaios von Kappadokien (ca. 80 — 138 n. Chr.)
[Teoi dwapritew (Uber die Harnruhr)
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1 _Einleitung

Die durch den Verzehr und den Verdau von kohlenhydrathaltigen Speisen erhohten Glukose-
Konzentrationen im Blut bewirken eine Insulin-Ausschiittung aus den [-Zellen der
Langerhansschen Inseln in der Bauchspeicheldriise. Das 51 Aminosiduren umfassende und
knapp 6 kDa schwere Peptid Insulin ist neben seinem wichtigsten Gegenspieler Glukagon
(aus den o-Zellen) das zentrale Hormon in der Regulation des Blutzuckerspiegels. Es senkt
den Blutzuckerspiegel, indem es durch Koppelung an den Insulin-Rezeptor auf den Korper-
zellen eine Signaltransduktion auslost, die zur Exozytose von intrazelluliren Glukose-
Transportern (GLUT-4) fiihrt [Voigt 1996].

Bei gleichen Blutzuckerspiegeln nach oraler Gabe von Traubenzucker einerseits und nach
intravendser Infusion einer Glukose-Losung andererseits unterscheidet sich die unmittelbare
Verfligbarkeit dieses Energietrdgers fiir die Zellen dahingehend, dass die resultierenden
Insulin-Konzentrationen im Blut bei der intravendsen Applikationsform statistisch signifikant
geringer ausfallen als bei der oralen [Zunz und LaBarre 1929].

Diese eigentiimliche Diskrepanz wurde als Phanomen bei Hunden (Beagles) bereits kurze Zeit
nach der Entdeckung des Insulins durch Frederick Banting und Charles Best im Jahre 1921
bekannt. Aber erst mit der Entdeckung des Mechanismus der so genannten entero-insularen
Achse [Unger und Eisentraut 1969] war es moglich, dieses Phinomen kausal auf so genannte
Inkretine zuriickzufiihren, die definiert sind als gastro-intestinale Hormone, die auf den
enteralen Reiz (Kontakt mit bestimmten Nihrstoffen) hin von speziellen Darmzellen in die
portale Blutbahn ausgeschiittet werden und die Insulin-Ausschiittung stimulieren, nachdem
sie liber den systemischen Blutkreislauf zum Inselorgan der Bauchspeicheldriise gelangt sind
[Creutzfeldt 1979, Demuth et al. 2002].

Die durch die Inkretin-Wirkung erreichte Erhohung der Insulin-Ausschiittung verbessert die
Glukose-Toleranz des Organismus und ist deshalb fiir Patienten des Diabetes mellitus des
Typs 2 (non-insulin-dependent diabetes mellitus = NIDDM) angesichts der multiplen
angiopathischen Schadwirkungen lédngerfristig erhohter Blutzuckerspiegel von erheblicher
Bedeutung [Drucker 2003].

Die Verfiigbarkeit der die Insulin-Inkretion fordernden Inkretine fiir den Organismus wird
allerdings massiv von dem diese Peptidhormone abbauenden Enzym Dipeptidyl-Peptidase-1V
(DPP-1V) eingeschriankt. Die Entwicklung von DPP-IV-Inhibitoren stellt daher in der

Gegenwart ein vordringliches Ziel der pharmazeutischen Industrie weltweit dar.
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Der entscheidende Vorteil von DPP-IV-Inhibitoren gegeniiber den konventionellen oralen
Antidiabetica ist die Koppelung ihrer Wirksamkeit an postprandial erhéhte Blutzuckerspiegel,
wodurch jedes Hypoglykdmierisiko vermieden wird [Drucker 2003].

1.1 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, dem Einsatz von DPP-IV-Inhibitoren als oralen
Antidiabetica ohne Hypoglykdmierisiko in der Behandlung von Katzen mit insulin-
unabhédngigem Diabetes mellitus (NIDDM) Vorarbeit durch Charakterisierung der Wirk-
samkeit eines Hemmstoffes aus der Humanmedizin zu leisten. Als Charakteristikum der
Wirksamkeit des DPP-IV-Inhibitors soll die Verdnderung der metabolischen Eliminations-
kinetik des Inkretins Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) dienen, welches auch pharmako-
dynamisch im Zentrum des Interesses steht. Neben der Wirksamkeitspriifung von DPP-IV-
Inhibitoren dient die Charakterisierung der metabolischen Eliminationskinetik von GLP-1
auch dazu, neue Generationen von Hemmstoffen an Hand des gewonnenen Wirksamkeits-
profils im Sinne des modernen Drug-Designs zu entwickeln und zu verbessern. Im Rahmen
der Experimente der vorliegenden Arbeit wurde das in der Diabetesforschung iibliche und

bewihrte Modell der Ratte gewéhlt.
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1.2 Diabetes mellitus in der Humanmedizin

In der Humanmedizin ist der Diabetes mellitus (frither auch als Zuckerharnruhr bezeichnet) in
neun von zehn Fillen dem Typ 2 zuzuordnen, der als eine Interaktion zweier Stoffwechsel-
anpassungen beschrieben werden kann: Zum einen die progrediente Insulin-Resistenz der
Zielzellen auf Grund einer Down-Regulation der Insulin-Rezeptoren und zum anderen die
darauf folgende Dysfunktion der B-Zellen, welche drei Viertel der Langerhansschen Inseln
ausmachen, im Sinne einer Erschopfung nach hypersekretorischen Adaptationsversuchen
[Voigt 1996, Tadayyon und Smith 2003].

Diese metabolische Atiologie bewirkt iiber Mikro- und Makroangiopathien eine Vielzahl an
sekunddren Komplikationen, die gemeinhin unter dem Begriff des Insulin-Resistenz-
Syndroms zusammengefasst werden: die mikrovaskuldre Pathogenese resultiert vor allem in
Retinopathien, Neuropathien und Nephropathien, die makrovaskuldre Pathogenese besonders
in Atherosklerose, koronaren Herzerkrankungen und Infarkten. Insgesamt spricht man auch
vom atherogenen Effekt der Zuckerkrankheit, der letzten Endes zu ischdmischen
Gewebeschiddigungen flihrt [Haffner et al. 1998].

Die Inzidenz des NIDDM ist im Laufe der letzten Dekaden deutlich angestiegen,
insbesondere auf Grund der Zunahme des pridisponierenden Ubergewichts mit Kérpermasse-
Indices (Body-Mass-Index = BMI) zwischen 25 und 30 oder sogar der Fettleibigkeit
(Adipositas), das heilt mit BMI > 30 [Guillausseau und Laloi-Michelin 2003]. Der
Korpermasse-Index nach Quételet errechnet sich als Quotient aus Korpermasse in Kilogramm
und dem Quadrat der Korpergrof3e in Metern und hat als Mal} zur generellen Beurteilung des
Korpergewichts in der Humanmedizin den frither iiblichen Broca-Index (Koérpermasse in

Kilogramm/[Koérperldange in Centimetern minus 100]) ersetzt.
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1.3 Diabetes mellitus in der Kleintiermedizin

In der Kleintiermedizin muss speziesspezifisch differenziert werden: Wéihrend die
Zuckerkrankheit der Katze weitestgehend der Klassifikation und ihrer Verteilung beim
menschlichen Patienten vergleichbar ist, verlangt der diabetische Hund wegen des bei dieser
Spezies vorherrschenden sekundéiren Diabetes mellitus gesonderte Betrachtung. Grund-
satzlich lassen sich jedoch bei beiden Tierarten alle drei Formen der Zuckerkrankheit
unterscheiden: der primire Diabetes mellitus mit absolutem oder relativem Insulin-Mangel
und der sekundire Diabetes mellitus [Hoenig 2002].

Dem absoluten Insulin-Mangel, das heiit einem so genannten insulin-abhédngigen Diabetes
mellitus (insulin-dependent diabetes mellitus = IDDM) oder Typ 1, liegt eine fehlende oder
stark verminderte Insulin-Inkretion zu Grunde. Pathologisch wird der Typ 1-Diabetes heute
den autoimmunen Erkrankungen zugeordnet, wobei es bei entsprechender genetischer
Disposition unter dem Einflufl verschiedener Faktoren zu einer so genannten Insulitis unter
Beteiligung von zytotoxischen T-Lymphozyten und unter Bildung von B-Zell-spezifischen
Antikdrpern mit nachfolgender Zerstdrung der B-Zellen kommt. Das eigentliche Zielantigen
dieser Autoimmunreaktion ist bislang unbekannt [Schmidt und Dahme 1999, O’Brien 2002].
Der relative Insulin-Mangel, das heillt ein so genannter insulin-unabhéngiger Diabetes
mellitus (non-insulin-dependent diabetes mellitus = NIDDM) oder Typ 2, basiert patho-
physiologisch auf einer Insulin-Resistenz der peripheren Zielzellen (vor allem der Leber und
der Skelettmuskulatur). Beziiglich der Pathogenese sind zwei Phasen zu unterscheiden: In der
ersten Phase kommt es auf Grund einer chronisch hyperkalorischen Erndhrung mit kom-
plementidrer Bewegungsarmut zu verldngerten passageren Hyperglykdmien und adaptiv zu
Hypersekretion von Insulin und entsprechend massiv vermehrter Insulin-Synthese (latenter =
subklinischer Diabetes mellitus). In der zweiten Phase kommt es auf Grund einer Down-
Regulation der Anzahl der Insulin-Rezeptoren auf den Zielzellen zu einer Verlangsamung der
Signaltransduktion, das heillt der Exozytose der intrazelluldren Glukose-Transporter (GLUT-
4). Im Sinne des kybernetischen Modells einer positiven Riickkopplung fithren die wiederum
verlangerten Hyperglykdmien schlieBlich zur reaktiven Erschopfung der B-Zellen (manifester
= klinischer Diabetes mellitus) [Schmidt und Dahme 1999, O’Brien 2002].

Der sekunddre Diabetes mellitus in Folge einer anderen, das heiflt primédr nicht B-zelluldren
Pathologie ldsst sich zwei é&tiologischen Gruppen zuordnen: einerseits der Gruppe der

Pankreatopathien mit pathogenetischen Parallelen zum Typ 1-Diabetes und andererseits der

17



Gruppe der Endokrinopathien mit pathogenetischen Parallelen zum Typ 2-Diabetes. Die
diabetogenen Pankreatopathien mit der Folge der [B-Zell-Destruktion auf Grund einer
Pankreasfibrose sind die akute nekrotisierende Pankreatitis und die chronisch rezidivierende
Pankreatitis auf der Basis einer Entziindung des (bei der Katze) benachbarten Gallengang-
systems oder einer stressinduzierten Steatitis im peripankreatischen Fettgewebe. Die
diabetogenen Endokrinopathien durch Uberproduktion insulin-antagonistischer Hormone mit
der Folge der B-Zell-Dysfunktion sind der Hyperadrenokortizismus, der Hypersomato-
tropismus, das Phidochromozytom und die Thyreotoxikose. Diese diabetogenen, weil insulin-
antagonistischen Hormone (neben Glukagon handelt es sich hierbei um ACTH,
Glukokortikoide, Somatotropin, Adrenalin, Noradrenalin und TSH) fiihren prinzipiell liber
eine kompensatorische Sekretionssteigerung der [-Zellen zu einem irreversiblen
Erschopfungszustand derselben, worin die Parallele zur Pathogenese des NIDDM besteht
[Siegel 1982, Schmidt und Dahme 1999].

Der Hyperadrenokortizismus als Ursache des so genannten Steroiddiabetes ist zu
differenzieren in das haufigere adrenale Cushing-Syndrom, in den selteneren hypophyséren
Morbus Cushing und in die chronische oder inaddquate Therapie mit Glukokortikoiden.
Glukokortikoide wirken diabetogen durch Stimulation der Glukoneogenese sowie der
Glykogenolyse einerseits und durch Hemmung der peripheren Glukose-Utilisation
(eigentlicher Insulin-Antagonismus) andererseits [Siegel 1982].

Beim Hypersomatotropismus — auch bekannt als Gigantismus (vor dem Epiphysen-
fugenschluss) beziehungsweise als Akromegalie (nach dem Epiphysenfugenschluss) — handelt
es sich in der Regel um einen iiber Gestagene vermittelten Somatotropin-Uberschuss aus der
Milchdriise, wo Somatotropin (STH) bei der Hiindin zusétzlich zur Synthese im Hypophysen-
vorderlappen gebildet wird. Der Gestagenstimulus fiir diese mammére STH-Freisetzung riihrt
entweder von der physiologischen Progesteron-Ausschiittung (post ovulationem) im Rahmen
der Graviditét, der Laktation, des MetOstrus beziehungsweise der Scheintrachtigkeit (Lactatio
falsa) her oder iatrogen von der chronischen Therapie mit Gestagenen im Rahmen der
Liufigkeitsunterdriickung. Die diabetogene Wirkung des Somatotropins besteht in erster
Linie in einer Hemmung der peripheren Glukose-Utilisation [Siegel 1982].

Das Phiochromozytom (Neoplasie der chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks) fiihrt zu
einem Uberangebot an Katecholaminen (Adrenalin und Noradrenalin), die neben einer

Steigerung von Glukoneogenese und Glykogenolyse eine direkte Hemmung der Insulin-

Inkretion bewirken [Siegel 1982].
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Die Thyreotoxikose auf Grund einer Hyperthyreose steigert durch ein Uberangebot an
Schilddriisenhormonen (Trijodthyronin und sein Prohormon Thyroxin) nahezu alle anabolen
Stoffwechselprozesse des Korpers, einschlieBlich Resorption und Synthese von Glukose
[Siegel 1982].

Wie beim Menschen ist ungeachtet der teilweise andersgearteten Pathogenese auch bei den
beiden vorrangigen Kleintierspezies die Inzidenz der Diagnose Diabetes mellitus ansteigend.
Unklar ist derzeit noch, ob dies durch eine tatsdchliche Zunahme der Vorkommenshiufigkeit
oder durch eine fortbildungsbedingt verbesserte Diagnostik in der Kleintierpraxis verursacht

ist [Hoenig 2002].

1.3.1 caniner Diabetes mellitus

1.3.1.1 Ursachen und Folgeschiden

Insgesamt wird die Privalenz des Phinomens des caninen Diabetes mellitus auf 0,3 bis 1,0 %
der Gesamtpopulation von Canis lupus forma familiaris geschitzt [Neuvians und Berger
2002].

Der canine IDDM oder Typ 1-Diabetes, das heiBit eine autoimmun mediierte B-Zell-
Destruktion, insbesondere induziert in Folge einer caninen Parvovirose ist beim Hund
insgesamt selten. Dariiberhinaus tritt der Typ 1-Diabetes signifikant gehduft bei Rassen mit
vermutlich entsprechender genetischer Pradisposition auf, zu welchen Beagle, Cairn-Terrier,
Keeshound, Mops, Samojede, Teckel, Zwergpinscher, Zwergpudel und Zwergschnauzer
zéhlen [Siegel 1982, Hess et al. 2000].

Der canine NIDDM oder Typ 2-Diabetes, das heiit eine Adipositas-korrelierte B-Zell-
Dysfunktion mit verzogertem Insulin-Release der B-Zellen, Down-Regulation der peripheren
Insulin-Rezeptoren und schlieBlich vakuoldrer Degeneration der Inselzellen, ist beim Hund
ebenfalls insgesamt selten [Hoenig 2002, Reusch und Hahnle 2001].

Der sekundidre Diabetes mellitus stellt die zweithdufigste Endokrinopathie des Hundes
iiberhaupt dar. Da er insbesondere auf Grund des mammiren Hypersomatotropismus
vorkommt, handelt es sich beim Patientengut in acht von zehn Fillen von caninem Diabetes
mellitus um adulte, nichtovariektomierte Hiindinnen [Hoenig 2002, Reusch und Héahnle
2001].

Als typischer chronischer Folgeschaden kann beim Hund die diabetische Katarakt angesehen

werden. Dabei wird die Plasma-Glukose nach Diffusion in die Linse unter Umgehung der
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Glykolyse und des Pentosephosphatweges anaerob zu Sorbitol metabolisiert, welches
osmotisch Gewebewasser nach sich zieht (griechisch , kataraktes* = Wasserfall). Dies zerstort
die geordnete Struktur der Linsenfasern durch Quellung und durch Bildung von dquatorialen
Vakuolen, womit der Visus durch fortschreitende Triibung behindert wird [Martin 1995,
Richter et al. 2002].

1.3.1.2 Diagnostik beim Hund

Im Gegensatz zu den Verhéltnissen bei der Katze gilt beim Hund schon eine persistierende
Niichternhyperglykdmie von iiber 150 mg/dL (8,3 mmol/L) als beweisend fiir die Diagnose
des Diabetes mellitus. Physiologisch sind Niichternwerte im Plasma von 70 bis 120 mg/dL
(3,9 bis 6,7 mmol/L). Die Nierenschwelle fiir Glukose liegt mit 180 mg/dL (10 mmol/L)
deutlich niedriger als bei der Katze und fiihrt daher schon frither zu dem durch Glukosurie
bedingten Symptomkomplex von Polyurie und Polydipsie. Der Referenzbereich der Plasma-
Fruktosamine liegt unter 370 umol/L (400 bis 500 umol/L gelten als gut eingestellt und Werte
tiber 650 umol/L gelten als unzureichend eingestellt) [Reusch und Héhnle 2001, Feldman und
Nelson 1996].

1.3.1.3 Insulin-Substitution beim Hund

Bei dem in der Kleintierpraxis tiblichen Praparat ,,Caninsulin“ (Intervet, Akzo Nobel) handelt
es sich um porcines Intermediérinsulin (70 % kristallines Zink-Insulin und 30 % amorphes
Zink-Insulin). Da sich porcines Insulin von caninem strukturell nicht unterscheidet, diirfte die
Wirksamkeit des Substituts mit der des korpereigenen Insulins identisch sein. Ziel der
Einstellung mit Insulin sind Tagesprofile zwischen 90 mg/dL (5,0 mmol/L) und 180 mg/dL
(10,0 mmol/L) [Reusch und Héhnle 2001].

1.3.1.4 orale Antidiabetica beim Hund
Auf Grund der Privalenzverteilung zwischen insulin-abhiangigem (einschlieBlich sekundirer
Atiologie und Pathogenese) und insulin-unabhingigem Diabetes mellitus ist der Einsatz von

oralen Antidiabetica beim Hund nicht indiziert [Nelson 2000, Reusch und Héhnle 2001,
Aurich 2002].
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1.3.2 feliner Diabetes mellitus

1.3.2.1 Ursachen und Folgeschédden

Insgesamt wird die Privalenz des Phianomens des felinen Diabetes mellitus auf 0,1 bis 0,3 %
der Gesamtpopulation von Felis silvestris forma catus geschétzt [Neuvians und Berger 2002].

Der feline IDDM oder Typ 1-Diabetes, das heifit eine autoimmun vermittelte [B-Zell-
Destruktion, ist bei der Katze ein insgesamt seltenes Geschehen. In Einzelfdllen wurde diese
Form auch nach iiberstandener Panleukopenie (Infektion mit dem felinen Parvovirus)
beschrieben. Am héufigsten ist dieser Typ noch im Zusammenhang mit einem pankreatischen
Adenokarzinom zu beobachten [Rand 1999].

Der feline NIDDM oder Typ 2-Diabetes entspricht sowohl hinsichtlich der Privalenz (als
hdufigste Form) als auch beziiglich der Pathophysiologie mit reduzierter Insulin-Wirkung in
der Peripherie und typischer B-Zell-Amyloidose in Folge der reaktiven Hyperstimulation der
Insulin-Inkretion weitestgehend dem Typ 2 des humanen Diabetes mellitus. Der wichtigste
,,Risikofaktor® scheint das Alter zu sein: Jede zweite diabetische Katze ist dlter als sechs
Jahre. Danach folgen die ,,Risikofaktoren* Adipositas, Kastration und ménnliches Geschlecht
(67 %) in abnehmender Gewichtung [Feldman 1996].

Der feline sekundire Diabetes mellitus in Folge einer Hyperthyreose ist beziiglich der
Bedeutung seiner Prdvalenz umstritten, da auch die Prdvalenz der zugrundeliegenden
Schilddriiseniiberfunktion uneinheitlich bewertet wird [Panciera et al. 1990].

Die sekundéren Schadwirkungen der chronisch erh6hten Blutzuckerwerte manifestieren sich
bei Katzen vor allem in Nephropathien (chronische Niereninsuffizienz) und sensori-
motorischen Neuropathien, welche sich typischerweise in Form einer plantigraden FuBung der
Beckengliedmafle mit der Konsequenz einer kaninchendhnlichen Korperhaltung
manifestieren. Die plantigrade Positur basiert auf einer unter Insulin-Therapie meist
reversiblen Sekundirschddigung der Schwannschen Scheiden der Nerven des Plexus
lumbosacralis durch mikrovaskuldre Primirschidigung der versorgenden Gefdfle [Mizisin et
al. 2002].

Auf Grund des hohen Glukose-Gehalts des Harns werden bakterielle Zystitiden vor allem
durch Escherichia coli und (hdufig nach kurzfristig erfolgreicher Antibiose) mykotische

Zystitiden insbesondere durch Candida albicans gefordert. Unter den prédisponierenden
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Faktoren einer Zystitis nimmt die Zuckerkrankheit somit einen fiihrenden Platz ein [Kirsch
1998, Pressler et al. 2003].

Sehr viel seltener als beim Menschen kommt es bei diabetischen Katzen zu hypertensiv
bedingten Retinopathien, was vor allem darauf zuriickzufiihren ist, dass (anders als in der
Humanmedizin) mit dem felinen Diabetes mellitus in der Regel keine chronische Blutdruck-
erhohung kausal assoziiert zu sein scheint [Sennello et al. 2003].

Auch die fiir den Hund typische diabetische Katarakt stellt bei der Katze eine Seltenheit dar
wegen des andersartigen Zuckerstoffwechsels in der Linse des adulten Katzenauges, da die
Enzymaktivitit der felinen Aldosereduktase mit zunehmendem Alter abnimmt und somit den
anaeroben Sorbitol-Shortcut nicht mehr erlaubt. Lediglich bei den seltenen juvenilen felinen

Diabetikern sind diabetische Katarakte zu beobachten [Martin 1995, Richter et al. 2002].

1.3.2.2 Diagnostik bei der Katze

Ab einem Absinken der Insulin-Inkretion auf etwa ein Viertel der physiologischen B-Zell-
Funktion treten erste Symptome wie der Polyurie/Polydipsie-Komplex und Gewichtsabnahme
auf. Der latente Diabetes mellitus — also die libermédBige Erhohung der postprandialen Blut-
zuckerspiegel bei Niichternwerten im Referenzbereich — ist in der Katzenheilkunde nicht zu
diagnostizieren, da auf Grund der durch Stresshormone (insbesondere Noradrenalin)
induzierten, passageren Hyperglykdmie bei gesunden Katzen in praxi nur selten Blut-
zuckerspiegel unter dem kritischen Wert von 180 mg/dL (10 mmol/L) gemessen werden.
Physiologisch sind Niichternwerte im Plasma von 70 bis 150 mg/dL (3,9 bis 8,3 mmol/L).
Aus diesem Grund ist trotz der relativ hohen Nierenschwelle fiir Glukose von 300 mg/dL
(16,7 mmol/L) auch eine Glukosurie allein noch kein diagnostisch verwertbares Indiz [Lutz
und Rand 1995, Rand et al. 2002].

Erst der mit dauerhaft erhohten Niichternwerten einhergehende manifeste Diabetes mellitus
ist auf Grund von Produkten der irreversiblen Maillard-Reaktion zwischen der Plasma-
Glukose und den Plasma-Proteinen sicher zu diagnostizieren. Die Maillard-Reaktion ist die
nichtenzymatische Reaktion reduzierender Zucker mit den Lysin-Resten von Proteinen und
Peptiden zu stabilen Amadori-Produkten. Unter dem Begriff der Fruktosamine werden alle
plasmaloslichen Amadori-Produkte (glykosylierte Plasma-Proteine) zusammengefasst. Die
Bestimmung der Fruktosamine erlaubt eine retrospektive Beurteilung des plasmatischen
Glukose-Stoffwechsels iiber einen Zeitraum von zwei bis drei Wochen. Der Referenzbereich

der Plasma-Fruktosamine liegt unter 340 pmol/L (350 bis 450 pmol/L gelten als gut
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eingestellt und Werte iiber 600 umol/L gelten als unzureichend eingestellt) [Feldman und
Nelson 1996].

Histologisch zeigt sich bei der Katze mit zunehmendem Alter eine sonst nur bei Primaten
bekannte Amyloidose der Langerhansschen Inseln auf Grund des Amyloid-Polypeptids der j3-
Zellen. Dieses Amyloid ist ein Derivat des zusammen mit Insulin ausgeschiitteten Peptid-
hormons Amylin, welches den Glykogenstoffwechsel funktionell im Sinne des Glukagon
beeinflusst. Dieses degenerative Phidnomen scheint jedoch ein Nebeneffekt der B-Zell-
Erschopfung zu sein und nicht ihre Ursache. Bei felinen wie bei humanen Patienten des
NIDDM steigt die Wahrscheinlichkeit einer B-Zell-Amyloidose auf 90 %. [Lutz und Rand
1995, O’Brien 2002].

1.3.2.3 Insulin-Supplementierung bei der Katze

Das Peptid Insulin als das zentrale Hormon in der Blutzucker-Regulation setzt sich aus zwei
Ketten zusammen, die iiber mehrere Disulfid-Briicken verbunden sind: die A-Kette mit 21
Aminosduren und die B-Kette mit 30 Aminosaduren [Feldman 1996].

Bovines Insulin ist dem felinen am 4&hnlichsten, sie unterscheiden sich nur in einer
Aminoséure, ndmlich in Position 18 der A-Kette: Histidin bei der Katze und Asparagin beim
Rind. Porcines beziechungsweise das analoge canine Insulin unterscheidet sich vom felinen in
den Positionen 8 (Threonin statt Alanin) und 10 (Isoleucin statt Valin) der A-Kette. Das auch
wegen seiner Reinheit den Markt beherrschende rekombinante Human-Insulin unterscheidet
sich vom felinen in den genannten Positionen 8, 10 und 18 der A-Kette sowie in Position 30
(Threonin statt Alanin) der B-Kette, somit sind die strukturellen Unterschiede zwischen
diesen beiden Spezies am grofiten [Feldman 1996].

Die Insulin-Supplementierung mit einem Intermedidrpriparat ist die Therapie der Wahl fiir
zwei Drittel der diabetischen Katzen. Leider erfolgt allzu hiufig eine Uberdosierung (die
durch die Wirkung des Somogyi-Overswings leicht unbemerkt bleibt oder sogar zu weiterer
Dosis-Erhohung verleitet), da die Katze auf Grund der Insulin-Unabhéngigkeit sehr haufig
noch iiber eine Residualkapazitit der Insulin-Inkretion verfiigt. Daher sollte die Insulin-
Supplementierung bei der Katze nur nach einem Glukose-Toleranztest zur Priifung dieser
funktionellen Residualkapazitit der B-Zellen und unter engmaschiger Blutzuckerbestimmung
erfolgen (,,Serial Glucose Monitoring am besten an Hand von Kapillarblut, das vom Besitzer
mittels ,,Footpad Prick in vertrauter Umgebung gewonnen wird) [Rand und Martin 2001,

Casella et al. 2002]. Der Somogyi-Overswing stellt einen Schutzmechanismus des
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Organismus gegen hypoglykdmische Stoffwechsellagen dar, der bei Blutzuckerwerten unter
55 mg/dL (3,0 mmol/L) im Sinne des Selyeschen Adaptationssyndroms durch koérpereigene
Stresshormone reaktiv zu einer kurzfristigen Hyperglykdmie fiihrt [Feldman 1996].

Das Hauptrisiko der Insulin-Supplementierung besteht in dieser mdglichen Uberdosierung
(meist im Zusammenhang mit einer nachfolgenden mangelhaften Futteraufnahme) mit der
Folge einer potentiell lebensbedrohlichen Hypoglykédmie. Da Neuronen im Gegensatz zu allen
anderen Korperzellen Fettsduren nicht als Energietrdger nutzen konnen, reagiert das ZNS
duBerst sensibel auf einen Blutzuckermangel. Bei der Katze ist neben der B-zelluldren
Residualkapazitdt als weiterer Hypoglykdmie-Risikofaktor das Phdnomen der im angel-
sdchsischen Schrifttum so genannten ,,Honeymoon-Perioden bekannt. Dabei handelt es sich
um spontane Remissionen (transiente Phasen mit ausreichender Insulin-Inkretion) meist
innerhalb der ersten drei Monate nach therapiebedingter Blutzucker-Normalisierung, die
durch die gewohnte additive Insulin-Supplementierung in einen Unterzucker miinden kénnen

[Feldman 1996, Rand 1999, Hoenig 2002].

1.3.2.4) orale Antidiabetica bei der Katze

Zur Behandlung des insulin-unabhédngigen Diabetes bei der Katze mit oralen Antidiabetica
liegen bislang nur geringe Erfahrungen vor. Da jedoch ein gutes Drittel der felinen Diabetiker
dauerhaft auf orale Antidiabetica (vor allem Glipizid) anspricht, erscheinen umfangreichere
Erfahrungen wiinschenswert. Grundsétzlich gilt die Empfehlung, jeden Einsatz von oralen
Antidiabetica mit einer Diit zu verbinden, die arm an leichtverdaulichen Kohlenhydraten ist.
Bedauerlicherweise steht diese Empfehlung bisweilen im direkten Widerspruch zu der
Notwendigkeit, den EiweiB-Anteil in der Ration einer dlteren Katze aus Riicksicht auf bei
dieser Altersgruppe hdufig zugleich bestehende Nephropathien zu reduzieren, da daraus
resultierende gustatorische Einbuflen nicht selten nur durch leichtverdauliche Kohlenhydraten
ausgeglichen werden konnen [Martin und Rand 2000].

Die nachfolgende Ubersicht iiber die bislang in der Katzenheilkunde erprobten oralen
Antidiabetica veranschaulichen den Bedarf fiir neue Typ-2-Therapeutica und fiir weitere

Forschung auf diesem Gebiet.
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Glipizid

Die meisten Erfahrungen mit oralen Antidiabetica bei Katzen liegen zu Glipizid vor, einem
Sulfonylurea-Derivat der zweiten Generation. Die Sulfonylurea-Derivate der zweiten
Generation haben eine bis zu hundertfach hohere Wirksamkeit als die der ersten Generation.
Als erfolgversprechende Dosierung hat sich eine Gabe von 0,25 bis 0,5 mg/kg KM zweimal
taglich etabliert. Die Verbesserung der Glukose-Toleranz ist bei gut einem Drittel der
diabetischen Katzen iiberzeugend und macht die Insulin-Supplementierung verzichtbar. Es ist
allerdings darauf hinzuweisen, dass mit klinischer Besserung in der Regel nicht vor Ablauf
eines Monats zu rechnen ist [Feldman et al. 1997, Kraft 2000, Martin und Rand 2000].

Der pharmakodynamische Effekt der Sulfonylurea-Derivate besteht in einer direkten, vom
Blutzuckerspiegel unabhingigen Stimulation der B-Zellen zur Insulin-Inkretion. Dadurch ist
unter Glipizid-Gabe ebenso ein Hypoglykdmie-Risiko gegeben wie unter Insulin-Sup-
plementierung. Dariiberhinaus steigert jedes orale Antidiabetikum, das die Insulin-Inkretion
direkt fordert, bei der Katze die Entwicklung einer B-Zell-Amyloidose und kann daher sogar
zu einer Exazerbation der ursdchlichen [B-Zell-Erschopfung fiihren. Die Erfolgsrate der
modernen Sulfonylurea-Derivate in der Therapie der felinen Zuckerkrankheit wird mit bis zu

50 % angegeben [Ford 1995, O’Brien 2002].

Acarbose

Die Pharmakodynamik dieses Enzym-Inhibitors besteht in der Hemmung der epithelstdndigen
o-Glukosidase im Diinndarm, welche Disaccharide und Oligosaccharide im Chymus zu
resorbierbaren Monosacchariden spaltet. Durch die verzogerte Resorption werden hohe
Blutzuckerspitzen verhindert. Der Abbau der Kohlenhydrate durch bakterielle Enzyme im
Dickdarm fiihrt jedoch hédufig zu gastro-intestinalen Storungen wie Meteorismus, Flatulenz
und Diarrhde. Im Zusammenspiel mit einer an Kohlenhydraten armen Didt konnten bei

Katzen durchaus ermutigende Ergebnisse erzielt werden [Mazzaferro et al. 2003].

Chrom und Vanadium

Die essentiellen metallischen Spurenelemente Chrom und Vanadium hemmen das Enzym

Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP), das den Insulin-Rezeptor dephosphoryliert und damit
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inaktiviert. Eine PTP-Inhibition verliangert somit die Signal-Transduktion und verstérkt
folglich die Insulin-Wirkung an der Zielzelle. Chrom und Vanadium hemmen allerdings eine
Vielzahl an Proteinen, darunter Calciumkanile und Adenylatzyklasen. Daher sind sie nur als
Salze der Picolinsédure, einem Tryptophan-Derivat, (Chrom-Picolinat) und der Schwefelséure
(Vanadyl-Sulfat) im Einsatz, die durch Verbesserung der Bioverfiigbarkeit eine Dosis-
Reduktion erlauben. Da Chrom nicht gespeichert, sondern relativ rasch renal ausgeschieden
wird, gilt sein Toxizitdtspotential als vernachldssigbar. Wihrend der Einsatz von Chrom bei
felinen Diabetikern ohne Einfluss auf die Glukose-Toleranz blieb, wurde von ersten
erfolgreichen Versuchen berichtet, mit Vanadium-Sulfat den Blutzuckerspiegel von
diabetischen Katzen zu normalisieren. Dariiberhinaus werden giinstige Effekte auf das
Muskelwachstum und die Reduktion der Korperfettmasse postuliert. [Cohn et al. 1999,
Nelson 2000].

Metformin

Die Pharmakodynamik dieses in der Humanmedizin erfolgreich eingesetzten Biguanid-
Derivats besteht in der Reduktion der Glukose-Resorption aus dem Darm und Stimulation der
Glukose-Aufnahme im Gewebe. Die wenigen Untersuchungen zur Wirksamkeit bei felinen
Diabetikern lieferten keine zufrieden stellenden Ergebnisse, deuteten vielmehr darauthin, dass
die unerwiinschten Wirkungen (Lethargie, Anorexie und Emesis) bei Katzen dominieren

[Nelson et al. 2004].

1.3.3 pharmakotherapeutische Kontraindikationen bei Diabetes mellitus

Grundsitzlich ist bei Patienten des Diabetes mellitus die therapeutische Anwendung jedes
diabetogenen Pharmakons, das heiit jedes Wirkstoffes, der geeignet ist, den Blutzucker-
spiegel zu erhéhen oder die Glukose-Toleranz zu erniedrigen, kontraindiziert. Neben den
Glukokortikoiden besteht eine derartige Kontraindikation auch bei weniger offensichtlichen,
wenngleich im oben genannten Sinne ebenso diabetogenen Pharmaka wie den o-Agonisten
Medetomidin und Xylazin auf Grund des hyperglykdmischen Effektes dieser Thiazin-
Derivate [Ambrisko und Hikasa 2002, Ebert et al. 2002]. Umso mehr muss von Wirkstoffen
aus der Gruppe der Antidiabetica eine diesbeziigliche Unbedenklichkeit gefordert werden, die

jedes neue Antidiabeticum unter Beweis zu stellen hat.
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2 Literatur

2.1 Geschichtlicher Hintergrund

2.1.1 Geschichte des Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1)

Ende der 1960-er Jahre wurde der funktionale Zusammenhang zwischen gastro-intestinalen
Hormonen und dem endokrinen Anteil der Bauchspeicheldriise, den Langerhansschen Inseln,
erstmals definiert und als entero-insulare Achse bezeichnet [Unger und Eisentraut 1969]. Bei
dem gastro-intestinalen Hormon der entero-insularen Achse, das damals im Zentrum der
Betrachtung stand, handelte es sich um das zu den regulatorischen Peptiden zéhlende
Glucose-dependent Insulinotropic Peptide (GIP), auch bekannt als Gastric Inhibitory
Polypeptide [Unger und Eisentraut 1969].

Erst in den 1980-er Jahren wurden zwei glukagondhnliche Peptide, die zusammen mit
Glukagon in einem gemeinsamen Propeptid ihren Ursprung haben, in Hamster-Pri-
Proglukagon entdeckt: ndmlich Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) und Glucagon-Like
Peptide-2 (GLP-2) [Bell et al. 1983 (b)]. Bald darauf wurde fiir GLP-1 eine derjenigen des
GIP vergleichbare insulinotrope Wirkung gezeigt [Holst et al. 1986].

Alle drei Peptidhormone gehdren zur entero-insularen Achse und beeinflussen — zum Teil
synergistisch — die Insulin-Ausschiittung (GLP-1 und GIP) [Kreymann et al. 1987, Nauck et
al. 1993 (a), Damholt et al. 1996], das Sittigungsgefiihl (GLP-1 und GLP-2) [Meier et al.
2002 (a)], die Magensauresekretion (GLP-1, GLP-2 und GIP) [Layer et al. 1995], die Magen-
Darm-Motilitit (GLP-1 und GLP-2) [Wettergren et al. 1993] und sogar die intestinale
Mucosa-Regeneration und Permeabilitdt (GLP-2) [Drucker et al. 1996, Lambeir et al. 2002].
Die Peptidhormone werden von spezialisierten endokrinen Zellen der Darmwand, den so
genannten K-Zellen im Duodenum (GIP) und den so genannten L-Zellen in Jejunum, Ileum
und Colon (GLP-1 und GLP-2), sezerniert [@rskov et al. 1986, Orskov et al. 1989].

Bereits im Jahre 1988 wurde entdeckt, dass auch im zentralen Nervensystem (ZNS) von
Ratten im Bereich des Hypothalamus GLP-1 in einer Grofenordnung von 5,5 + 0,4 pmol/g
Gewebe synthetisiert wird [Kreymann et al. 1988]: Die Neuronen der Pars caudalis des
Nucleus Tractus solitarii transkribieren die mRNA von Pra-Proglukagon und prozessieren das
Peptid posttranslational zu GLP-1 (7-37) und GLP-1 (7-36) amide wie in den intestinalen L-
Zellen [Larsen et al. 1997].

27



2.1.2 Geschichte der Dipeptidyl-Peptidase-1V (DPP-1V)

Im Jahre 1966 wurde in Homogenisaten von Ratten-Lebern ein Enzym entdeckt, das die
Verbindung Gly-Pro-2-Naphthylamid zu dem Dipeptid Glycylprolin und Naphthylamin
umsetzt, dementsprechend wurde diese Peptidase Glycylprolin-Naphthylamidase genannt. Da
die Aminosdurensequenz Gly-Pro in Kollagenen héufig auftritt, wurde dem Enzym eine
mogliche Rolle im Bindegewebsstoffwechsel zugesprochen [Hopsu-Havu und Glenner 1966].
Da die Peptidase jedoch die in Kollagenen meist auf Gly-Pro folgenden Strukturen Pro-Pro
oder Pro-Hyp nicht spalten konnte, blieb die Zuordnung der Funktion fraglich. Erst 1978
gelangte das schlieBlich als Dipeptidyl-Peptidase-IV (DPP-1V) bezeichnete Enzym wieder in
den Fokus des Interesses, ndmlich als inaktivierende Hydrolase des vasodilatativen Cotrans-
mitters Substanz P (von englisch ,,Powder = der getrocknete Extrakt der ersten Isolierung)
[Heymann und Mentlein 1978].

Dass es sich bei DPP-IV um das Enzym handelt, das fiir die Degradation der Inkretine GLP-1
und GIP beim Menschen primir verantwortlich ist, konnte Mitte der 1990-er Jahre gezeigt
werden [Mentlein et al. 1993, Kieffer et al. 1995].
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2.2 Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1)

2.2.1 Phylogenie des Proglukagons

Wiéhrend das Peptidhormon GLP-1 bei Sdugetieren primér iiber Inkretinwirkung verfligt und
GLP-2 primér Motilitdt und Sekretion des Magens reguliert, exprimiert bei Knochenfischen
(Osteichthyes) das entsprechende Proglukagon codierende Gen nur enterales Glukagon und
GLP-1 (mit primédrer Glukagonwirkung), wohingegen Amphibien neben Glukagon, GLP-1
und GLP-2 iiber ein weiteres regulatorisches Peptid (GLP-1B) verfiigen [Mojsov 2000].

Diese phylogenetischen Unterschiede werden neben anderen Erkenntnissen der Genanalyse
als Indiz dafiir gewertet, dass die glukagondhnlichen Peptide durch Sequenz-Triplikation des
Glukagon codierenden Gens auf der Basis einer frilhen Polyploidisierung des Genoms
entstanden sind. Nach Punktmutationen mit der Folge des Austausches einzelner Amino-
sduren durch andere haben die neuen Glukagon-Derivate vermutlich ihre eigene funktionale
Bestimmung gefunden [Bell et al. 1983 (a), Irwin et al. 1999].

Die Aminosdurensequenz von GLP-1 ist evolutiondr hochst konservativ, so dass die
Diversifikation des Proglukagon codierenden Gens in die Sequenzen von Glukagon, GLP-1
und GLP-2 vor die Diversifikation der Vertebraten vor 500 Millionen Jahren datiert wird. So
iiberrascht es kaum, dass anscheinend alle Sdugetiere iiber eine identische GLP-1-Struktur

verfligen [Lopez et al. 1984, Irwin et al. 1999].

2.2.2 Struktur von GLP-1

Die Zuordnung von GLP-1 als so genanntes ,,Intestinal Proglucagon-derived Peptide™ zu den
glukagondhnlichen Peptiden beruht neben der tatsdchlichen Abstammung von Proglukagon
auf der mehr als 50 %-igen Homologie zu Glukagon (und zu GLP-2) [Holst 1999]. Peptide
der Glukagon-Peptidfamilie (zu der auch das Vasoactive Intestinal Polypeptide = VIP gehort)
weisen N-terminal insofern eine betrichtliche Sequenz-Homologie auf, als hier der

Peptidanfang nur entweder Tyr-Ala, His-Ala oder His-Ser lauten kann [Mentlein et al. 1993].
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Primir- und Sekundérstruktur der 30 Aminosduren von GLP-1 (7-37) (rot = AS in B-Turns;
blau = AS in a-Helices) [Sasaki et al. 1975, Lambeir et al. 2002]:

H,N-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-
-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-COOH

Zum Vergleich die Aminosdurensequenz von 1.) GLP-2, das in 11 von 30 Aminoséuren dem
GLP-1 gleicht und von 2.) Glukagon, das in 14 von 30 Aminosduren mit GLP-1 identisch ist
(kursiv = zu GLP-1 homologe AS) [Sasaki et al. 1975, Lambeir et al. 2002]:

1.) HoN-His-Ala-Asp-Gly-Ser-Phe-Ser-Asp-Glu-Met-Asn-Thr-Ile-Leu-Asp-Asn-Leu-Ala-
-Ala-Arg-Asp-Phe-Ile-Asn-Trp-Leu-1le-GIn-Thr-Lys-Ile-Thr-Asp-COOH

2.) HoN-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-
-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-COOH

Die hohe Variabilitdt der C-terminalen Sequenz innerhalb der Glukagon-Familie konnte ein
Hinweis dafiir sein, dass diese Struktur weniger einen funktionellen Charakter hinsichtlich der
Hormonwirkung hat, sondern mdglicherweise eher eine Art Schutz vor C-terminal
angreifenden abbauenden Enzymen im Sinne eines unspezifischen ,,Futters* fiir Peptidasen
darstellt [Adelhorst et al. 1994, Knudsen und Pridal 1996]. So sinkt die relative
Bindungsaffinitdt von C-terminal degradiertem GLP-1 an den GLP-1-Rezeptor deutlich
langsamer als von N-terminal degradiertem GLP-1.

Angegeben sind die relative Bindungsaffinitit und die relative Adenylatzyklase-Aktivitdt am
geklonten humanen GLP-1-Rezeptor im Vergleich zum urspriinglichen Peptidhormon GLP-1
(7-36 amide), dessen ECsy mit dem Faktor 1 gleichgesetzt wurde:

Inkretin: Bindungsaffinitét: Adenylatzyklase-Aktivitét
GLP-1 (7-36 amide) 1 1

GLP-1 (7-35) 0,12 0,081

GLP-1 (7-34) 0,028 0,011

GLP-1 (9-36 amide) 0,0095 (nicht gemessen)

[Knudsen und Pridal 1996]
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2.2.3 Prozessierung von GLP-1

Das gemeinsame Propeptid von Glukagon, GLP-1 und GLP-2, das Proglukagon (160
Aminosduren = die Sequenz von AS 21 bis AS 180 des Pri-Proglukagons), unterliegt einer so
genannten differentiellen posttranslationalen Prozessierung — je nach Expressionsniveau des
verantwortlichen Enzyms im jeweiligen Zelltyp (in Gehirn, Darm und Bauchspeicheldriise)
[Mojsov et al. 1986]:

Bei diesen Enzymen handelt es sich um die der Serinprotease Subtilisin dhnlichen Endo-
peptidasen Prohormone Convertase-1 im ZNS (PC-1), die identisch ist mit der Prohormone
Convertase-3 im Darm (PC-3), und Prohormone Convertase-2 im Pankreas (PC-2) [Rouill¢ et
al. 1995].

In den darmwandstindigen L-Zellen sowie in den Neuronen des caudalen Nucleus Tractus
Solitarii prozessiert die hier vorherrschende PC-1/3 Proglukagon zu Glicentin, GLP-1,
Intervening Peptide-2 (IP-2) und GLP-2. Die Bezeichnung Glicentin leitet sich von GLI =
Glucagon-Like Immunoreactivity und lateinisch ,,centum® = hundert (Aminosduren) ab,

tatsdchlich umfasst Glicentin jedoch nur die Proglukagon-Sequenz 1-69 [@rskov et al. 1986].

Prozessierungsprodukt (L-Zelle): Proglukagon-Sequenz:
Glicentin 1-69
(GRPP/Oxynthomodulin 1-30/33-69)

GLP-1 72-108

IP-2 111-123

GLP-2 126-158

[Rouillé et al. 1997]

In pankreatischen a-Zellen prozessiert die hier dominierende PC-2 Proglukagon zu Glicentin-
Related Pancreatic Polypeptide (GRPP), Glukagon, Intervening Peptide-1 (IP-1) und Major
Proglucagon Fragment (MPGF) [Holst et al. 1994].
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Prozessierungsprodukt (a-Zelle): Proglukagon-Sequenz:

GRPP 1-30
Glukagon 33-61
IP-1 64-69
MPGF 72-158

[Rouillé et al. 1997]

Glicentin umfasst somit die Sequenzen von GRPP, Glukagon und IP-1, wiahrend MPGF die
Sequenzen von GLP-1, IP-2 und GLP-2 umfasst. Die Spaltungsstellen sind dibasisch, das
heiBit zwischen zwei basischen Aminosduren lokalisiert. Die L-Zellen-assoziierte PC-1/3
spaltet Arg-Arg-Strukturen, die pankreatische PC-2 spaltet Lys-Arg-Bindungen [Rouillé et al.
1997]:

H,oN-[GRPP]-Lys’'-Arg*’-[Glukagon]-Lys**-Arg®-[IP-1]-Lys’"-Arg’'-[GLP-1]-Arg'"”-
-Arg"""-[1P-2]-Arg'**-Arg'**-[GLP-2]-COOH

Die intestinale PC-1/3 ist auch fiir die N-terminale Trunkierung von GLP-1 um ein
Hexapeptid zu truncated-GLP-1 (tGLP-1, im Weiteren nur GLP-1 genannt) verantwortlich.
Die 30 Aminosduren von GLP-1 (7-37) entsprechen der Proglukagon-Sequenz 78 bis 108.
[Orskov et al. 1989, Rouillé et al. 1995].

Die Intervening Peptides IP-1 und IP-2 steuern die differentielle posttranslationale
Prozessierung der drei Hauptpeptide Glukagon, GLP-1 und GLP-2 als Transkriptionsfaktoren
im Sinne der negativen Riickkopplung [Rouillé et al. 1997].

Das N-terminale Hexapeptid, das zur Aktivierung des Peptidhormons abgespalten werden
muss, konnte dhnlich der N-terminalen Prid-Sequenz des Prad-Proinsulins dazu dienen, die

extrazellulire Determination des Peptids zu kennzeichnen [Rouill¢ et al. 1995].

2.2.4 C-terminale Amidation von GLP-1

GLP-1 tritt in zwei biologisch dquipotent aktiven Formen (Isoformen) auf: Zu etwa drei
Vierteln als GLP-1 (7-36) amide und zu etwa einem Viertel als GLP-1 (7-37). Nachdem die
Abspaltung des N-terminalen Hexapeptids durchlaufen ist, wird in etwa 75 % der Félle die C-
terminale Aminosdure Glycin in Position 37 durch eine Aminogruppe ersetzt [Orskov et al.

1993, Drucker 2003].
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Im Gegensatz zu anderen Peptidhormonen wie Gastrin und Cholezystokinin stellt die C-
terminale Amidation keine biologische Aktivierung dar, da die beiden Isoformen {iiber
identische biologische Aktivitit am GLP-1-Rezeptor verfiigen. Vielmehr wird fiir die
Amidation der C-terminalen Carboxylgruppe eine Schutzfunktion vor diesseitiger
Degradation (unter anderem durch die neutrale Endopeptidase 24.11) diskutiert [Adelhorst et
al. 1994, Knudsen und Pridal 1996].

2.2.5 Inkretion von GLP-1

Auf die luminale Stimulation durch aus dem Nahrungsbrei freigesetzte Glukose und (in
geringerem Malle) freie Fettsduren antworten die Proglukagon produzierenden L-Zellen mit
der endokrinen Ausschiittung von GLP-1 und GLP-2 innerhalb von 15 + 10 Minuten nach
Beginn der Nahrungsaufnahme [Kreymann et al. 1987]. L-Zellen (von englisch ,,large* wegen
der auffallenden Grofe der proglukagonhaltigen Granula, deren Durchmesser bei
verschiedenen Tierarten zwischen 360 und 380 nm betrigt) finden sich im gesamten Gastro-
Intestinal-Trakt, sind jedoch schwerpunktmdBig in der Darmwand des Ileums situiert. Der
Anteil der GLP-1-immunoreaktiven Zellen an der Gesamtzahl endokriner Zellen betrdgt 40 %
im Ileum, wo mit 90 pmol/g auch die hochste Konzentration in einem Gewebe gefunden
wurde [Drskov et al. 1986, Orskov et al. 1989, Eissele et al. 1992, Mortensen et al. 2003].

Die GLP-1-Inkretion kann nur mit resorbierbarer Glukose provoziert werden, wohingegen
nichtresorbierbare Glukose-Derivate (wie zum Beispiel 2-desoxy-Glukose) keine Stimulation
der L-Zellen bewirken [Sugiyama et al. 1994].

Die basale Plasma-Konzentration von GLP-1 betrdgt bei gesunden Erwachsenen der
europiden Menschenrasse 1,4 bis 2,2 pmol/L [Herrmann et al. 1995], postprandial steigt der
Wert auf 20 bis 30 pmol/L [Ahrén et al. 1997]. Angehorige der negriden Menschenrasse
haben sowohl niichtern als auch im oralen Glukose-Toleranztest hohere GLP-1-Plasma-
Konzentrationen und neigen auf Grund der daraus resultierenden temporidren Hyper-
insulindmie sowie der folglich schneller progredienten Insulin-Resistenz hdufiger zur
Erkrankung an NIDDM [Velasquez-Mieyer et al. 2003].

Interessanterweise scheint insofern eine Art Synergieeffekt der beiden Inkretine GLP-1 und
GIP (aus den so genannten K-Zellen, die mit 24 % und iiber 150 pmol/g vor allem im
proximalen Jejunum situiert sind) zu bestehen, als GIP die Freisetzung von GLP-1 parakrin

oder endokrin fordert. Der Synergieeffekt auf die Insulin-Inkretion ist allerdings lediglich
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additiver und nicht potenzierender Natur [Nauck et al. 1993 (a), Dambholt et al. 1996, Meier et
al. 2002 (b), Mortensen et al. 2003].

2.2.6 Inkretin-Wirkung von GLP-1

Die Forderung der Insulin-Inkretion ist die Funktion, die zur Bezeichnung von GLP-1 und
GIP als so genannte Inkretine gefiihrt hat, wobei die Inkretin-Wirkung des GLP-1 gegeniiber
derjenigen des GIP dominant zu sein scheint [Fehmann et al. 1995, Meier et al. 2002 (b)].
Inkretine sind definiert als Hormone, die erstens von endokrinen Zellen des Gastro-Intestinal-
Traktes durch den Reiz des Kontaktes mit Niahrstoffen, insbesondere Kohlenhydraten,
sezerniert werden und zweitens bei physiologischen Plasma-Konzentrationen die Insulin-
Inkretion in Gegenwart erhohter Blutzuckerspiegel stimulieren [Creutzfeldt 1979, Demuth et
al. 2002].

Die Inkretin-Wirkung von GLP-1 wurde ebenso wie die Glukose-Abhéngigkeit der GLP-1-
Inkretion bereits 1985 gezeigt [Schmidt et al. 1985]. Einzig bei partiell gastrektomierten
Patienten, die in der Folge der chirurgischen Intervention das so genannte Late-Dumping-
Syndrom entwickelt haben, das heift bei denen der Chymus zu schnell in den Diinndarm
entlassen wird, tritt nach einer raschen postprandialen Hyperglykdmie innerhalb von einer bis
drei Stunden eine reaktive Hypoglykédmie auf, deren Ursache in dem hyperinsulinimischen
Effekt von gleichzeitig beobachteten abnorm hohen GLP-1-Plasma-Konzentrationen vermutet
wird [Toft-Nielsen et al. 1998].

GLP-1 und GIP stimulieren additiv-synergistisch die glukoseabhingige Insulin-Ausschiittung
der B-Zellen der Langerhansschen Inseln der Bauchspeicheldriise durch Verstirkung der
Sensitivitdt der B-Zelle auf den Reiz eines erhohten Blutzuckerspiegels, was auch als
Induktion der Glukose-Kompetenz der B-Zelle bezeichnet wird [Holz et al. 1993, Meier et al.
2002 (b)]. Es werden bis zu 50 % der Insulin-Inkretion beim gesunden Menschen auf diesen

Inkretin-Effekt zurlickgefiihrt [Tadayyon und Smith 2003].

2.2.7 andere Wirkungen von GLP-1

Die indirekt blutzuckersenkende Wirkung des GLP-1 kann neben der Sensibilisierung der [3-
Zellen auch darauf zuriickgefiihrt werden, dass GLP-1 einen suppressiven Effekt auf die
pankreatische Glukagon-Inkretion ausiibt [@rskov et al. 1988]. Die Hemmung der a-Zellen

der Langerhansschen Inseln verlduft iiber eine parakrine Inhibition durch Somatostatin,
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dessen Ausschiittung aus Langerhansschen 8-Zellen seinerseits von GLP-1 stimuliert wird
[Fehmann et al. 1995, Gromada et al. 1998].

Weiterhin stimuliert GLP-1 die Proliferation und Regeneration der [-Zellen der
Langerhansschen Inseln ausgehend von Gangepithelzellen [Xu et al. 1999, Tourrel et al.
2002] sowie die Biosynthese von Proinsulin (durch Aktivititssteigerung des Promotoren des
Proinsulin codierenden Gens) [Fehmann und Habener 1992, Egan et al. 1998] und inhibiert
die gastro-intestinale Motilitit (als funktioneller Bestandteil der so genannten ,,Ileal Brake®)
[Wettergren et al. 1993, Tolessa et al. 1998] sowie die Sekretion der Magensédure [Schjoldager
et al. 1989].

GLP-1 stimuliert in der Leber und in der quergestreiften Muskulatur die Glykogen-Synthese
[Valverde et al. 1994] und im Fettgewebe die Lipogenese [Oben et al. 1991] durch die
Erhohung des Insulin/Glukagon-Quotienten [Hvidberg et al. 1994].

Besondere Beachtung verdienen die zentralnervosen Wirkungen von GLP-1, auf die schon die
Synthese im caudalen Nucleus Tractus Solitarii hinweist: das Sattigungsgefiihl nimmt zu
(beziehungsweise Hunger und resultierende Nahrungsaufnahme nehmen ab), was als
anorexigener (verzehrsreduzierender) Effekt gerade fiir Patienten des NIDDM im Hinblick
auf die hier notwendigen kalorisch restriktiven Diidten relevant ist [Meier et al. 2002 (a)].
Ebenso nehmen Durst und resultierende Fliissigkeitsaufnahme ab [Flint et al. 1998]. Nur der
Vollstindigkeit halber sei erwihnt, dass GLP-1 die Korperkerntemperatur senkt [Tang-
Christensen et al. 1996] und die hypothalamische Ausschiittung von TSH und LHRH erhoht
[Beak et al. 1996, Beak et al. 1998].

2.2.8 GLP-1-Rezeptor

GLP-1-Rezeptoren finden sich auBler auf den B-Zellen des endokrinen Pankreas auch auf
Zellen des Magens [Uttenthal et al. 1990], im Gehirn [Shimizu et al. 1987] und in der Lunge
[Richter et al. 1991].

Zur Glukagonrezeptorfamilie, der Unterfamilie B1 (Typ Sekretin-Rezeptor) der an
stimulatorische GTP-bindende Proteine (Gs) gekoppelten Rezeptoren, zdhlen neben den
Rezeptoren fiir die beiden glukagonédhnlichen Peptide GLP-1 und GLP-2 die Rezeptoren fiir
Glukagon [Jelinek et al. 1993], fiir Sekretin [Ishihara et al. 1991], fiir Vasoactive Intestinal
Polypeptide (VIP) [Sreedharan et al. 1991] und fiir das Neuropeptid Pituitary Adenylyl
Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP) [Hosoya et al. 1993].

35



Die Bindung von GLP-1 an seinen Rezeptor aktiviert das heterotrimere Gs-Protein, bestehend
aus den Untereinheiten o, B und y. Die Gso-Untereinheit aktiviert die Adenylatzyklase zur
Produktion von zyklischem Adenosin-Monophosphat (cAMP), welches an den gespeichertes
Calcium freisetzenden Ryanodinrezeptor bindet [Holz et al. 1999], die spannungsabhidngigen
Calcium-Kanile (Voltage-Dependent Calcium-Channel = VDCC) stimuliert [Suga et al.
1997] und die spannungsabhingigen Kalium-Kanéle (Ky) antagonisiert [MacDonald et al.
2002]. Gleichzeitig aktiviert das GsBy-Dimer die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K),
welche den Transkriptionsfaktor Pancreatic Duodenal Homebox-1 (PDX-1) und die Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK) aktiviert [Leech et al. 2000]. Dariiberhinaus bindet das
GsPy-Dimer hemmend an die SUR-1-Untereinheit von ATP-sensitiven Kalium-Kanédlen
(Katp) [Ashcroft 2000].

Die Aktivierung des GLP-1-Rezeptors bewirkt

a) die Potenzierung der glukoseabhidngigen Insulin-Ausschiittung,

b) die Aktivierung der Transkription des Proinsulin codierenden Gens und

c¢) die Stimulation der Proliferation der B-Zellen [Drucker 2003].

Die Potenzierung der glukoseabhidngigen Insulinausschiittung hat eine dreifache Ursache:
Zum einen resultiert sie aus der Erhdhung der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration via
Aktivierung des Ryanodinrezeptors und Stimulation der VDCC. Zum anderen resultiert sie
aus der Senkung der Depolarisationsschwelle durch Reduzierung des Membranpotentials via
Inhibition der Karp. Zum dritten resultiert sie aus der Verlingerung der von Glukose
ausgelosten Aktionspotentiale durch Verlangsamung der Repolarisierung via Antagonisierung
der Ky [Suga et al. 1997, Ashcroft 2000, MacDonald et al. 2002].

Die Aktivierung der Transkription des Proinsulin codierenden Gens und die Stimulation der
Proliferation der -Zellen resultieren aus der Wirkung des Transkriptionsfaktors PDX-1 und
derjenigen der MAPK [Leech et al. 2000].

Im Jahre 1992 wurde ein Toxin im Speichel von Gila-Monstern (Heloderma suspectum) als
potenter GLP-1-Rezeptor-Agonist identifiziert: Exendin-4, wobei es sich um einen so
genannten Superagonisten handelt, da Exendin-4 noch stirkere Wirkung am GLP-1-Rezeptor
entfaltet als GLP-1 selber [Eng et al. 1992].

Gila-Monster sind Krustenechsen, deren Habitat die ariden und semiariden Regionen Mexikos
und des Siidens der Vereinigten Staaten umfasst. In den Zellen der umgewandelten
Unterlippendriisen wird das toxische Peptid synthetisiert, sezerniert und dann zu gefurchten
Zihnen des Unterkiefers weitergeleitet. Zur Familie der Helodermatidae z&hlt neben

Heloderma suspectum (Gila-Monster) nur noch die Spezies Heloderma horridum (Mexican
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beaded lizard), die das Toxin Exendin-3 in ihren Unterlippendriisen produziert. Exendin-3 ist
jedoch auf Grund seiner ausgeprigten unerwiinschten Wirkungen nicht von pharmako-

logischem Interesse [Lopez de Maturana et al. 2002].

Zum Vergleich die Aminosdurensequenz von Exendin-4, einem GLP-1-Rezeptor-
Superagonisten, der aus dem giftigen Speichel des Gila-Monsters (Heloderma suspectum)

isoliert wurde (kursiv =zu GLP-1 homologe AS) [Lopez de Maturana et al. 2002]:

H,N-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GlIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-
-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-
-Ser-COOH

2.2.9 Elimination von GLP-1

Biologisch aktives GLP-1 hat in vivo nur eine Halbwertszeit von 90 bis 120 Sekunden
[Deacon et al. 1995, Kieffer et al. 1995]. Die Clearance beruht primédr auf der enzymatischen
Aktivitdt der beinahe ubiquitiren DPP-1V, sekundir auf der glomeruldren Filtration (GFR)
des Peptids in der Niere [Ruiz-Grande et al. 1993] sowie — zu einem sehr geringen Teil — auf
der enzymatischen Aktivitdt der endopeptidale Bindungen angreifenden neutralen Endo-
peptidase mit dem Enzym-Code 3.4.24.11 (NEP 24.11) [Hupe-Sodmann et al. 1995].

Bei der renalen Elimination von GLP-1 ist die GFR des Gesamtpeptids von der N-terminalen
Inaktivierung durch DPP-IV auf den Endothelzellen der NierengefiBle zu unterscheiden
[Ruiz-Grande et al. 1993].

Die in-vitro-Halbwertszeit wird in der Literatur — anscheinend in Abhéingigkeit vom
gewihlten Versuchsmodell — mit Werten zwischen 30 und 100 Minuten angegeben [Kieffer et
al. 1995, Wettergren et al. 1998, Hinke et al. 2002]. Die in-vitro-Halbwertszeit ist damit
deutlich lidnger als die in-vivo-Halbwertszeit [Lambeir et al. 2002].
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2.3 Dipeptidyl-Peptidase-1V (DPP-1V)

2.3.1 Familie der Dipeptidyl-Peptidasen

Die Familie der Dipeptidyl-Peptidasen stellt eine Unterklasse der Familie der Prolyl-Oligo-
Peptidasen (POP) dar. Bis heute sind sieben Dipeptidyl-Peptidasen (DPP-I bis DPP-IV,
DPP5, DPP7 und DPPS), ein katalytisch inaktives Dipeptidyl-Peptidase-Related Protein
(DPP6) und ein katalytisch aktives Dipeptidyl-Peptidase-Like Protein (DPP9) beschrieben
[Olsen und Wagtmann 2002].

Die vier wichtigsten Dipeptidyl-Peptidasen werden mit den romischen Zahlen I bis IV
gekennzeichnet. Diese vier Enzyme werden auf der Grundlage ihrer wichtigsten Eigenschaft,

ndmlich ihrer katalytischen Aktivitit, an Hand ihrer relativen Substratspezifitit differenziert:

Enzym: EC: N-terminus des Substrats:  Determinationssubstrat:

DPP-I 3.4.14.1 Xaa-Arg Gly-Arg-4-Methoxynaphthylamid
DPP-II 3.4.14.2 Xaa-Ala (Xaa-Pro) Lys-Ala-4-Methoxynaphthylamid
DPP-1II 3.4.14.4 Xaa-Arg Arg-Arg-4-Methoxynaphthylamid
DPP-IV 3.4.14.5 Xaa-Pro (Xaa-Ala) Gly-Pro-4-Methoxynaphthylamid

Alle Dipeptidyl-Peptidasen sind Serin-Proteasen. Die Dipeptidyl-Peptidasen DPP-IV, DPP6,
DPPS8 und DPP9 zéhlen zur Subfamilie S9b innerhalb der Familie S9. Die dreidimensionale
Struktur innerhalb der Serin-Proteasen-Familie S9 ist relativ konservativ und beinhaltet eine
B-Propeller-Domine und eine o/B-Hydrolase-Doméne dhnlich derjenigen der Acetylcholin-
esterase [Olsen und Wagtmann 2002, Drucker 2003].

Die DPP-IV-dhnliche Enzymaktivitit auch anderer, das heillt nicht-strukturverwandter
Proteasen wird unter dem rein funktional deskriptiven Begriff DPP-IV Activity and/or
Structure Homologues (DASH) subsummiert [Olsen und Wagtmann 2002].

DPP-I und DPP-II sind lysosomale Peptidasen, DPP-III findet sich im Zytoplasma und nur
DPP-IV ist eine ektoenzymale (zelloberflichenstindige und im Plasma befindliche)
Dipeptidase. Somit kommt dem plasmaaktiven Enzym DPP-IV eine bedeutendere Stellung in
der GLP-1-Degradation zu als dem auf Lysosomen beschriankten Enzym DPP-II, obgleich
dieses eine groBere Substrataffinitit zur Xaa-Ala-Struktur der glukagondhnlichen Peptide

aufweist [McDonald et al. 1986].
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2.3.2 DPP-IV-Gen

Das DPP-IV-Gen umfasst etwa 70.000 Basenpaare (70 kb), enthélt 26 Exons, deren Umfang
zwischen 1,4 und 45 kb rangieren, und ist auf dem langen Arm des Chromosoms 2 lokalisiert,
interessanterweise in unmittelbarer Nachbarschaft des Proglukagon codierenden Gens
[Drucker 2003].

Die Exons 8 und 9 (die spiter sialinsdurereich glykosylierte B-Propeller-Domine) sowie 20
bis 26 (die katalytische Ser-Asp-His-Triade) sind sehr konservativ, da sie die katalytisch
aktiven Strukturen codieren [Abbott et al. 1999].

2.3.3 Funktionen der DPP-IV

Die Dipeptidyl-Aminopeptidase-IV (DPP-1V) hat eine zweifache Funktion im Organismus:
Einerseits fungiert sie als regulatorische Protease einer ausgesprochen groflen Anzahl an
Substraten. In dieser Funktion stutzt die zur Gruppe der nicht-klassischen Serin-Proteasen
zéhlende DPP-IV den N-Terminus von Peptiden, die in pénultimaler Position Prolin oder
Alanin aufweisen, um das entsprechende Dipeptid Xaa-Pro beziehungsweise Xaa-Ala. Dass
DPP-1IV durch Inaktivierung der Inkretine GLP-1 und GIP einen Einfluss auf die Regulation
des Blutzuckerspiegels ausiibt, konnte eindeutig gezeigt werden [Marguet et al. 2000].
Andererseits fungiert sie als CD26 (CD = Cluster of Differentiation) auf der Membran von
T4-Helferzellen (CD4"-Thymozyten) stimulatorisch bei der Transduktion mitogener Signale
im Rahmen der lymphozytiren Aktivierung im Sinne der Differenzierung, DNA-Replikation
und Proliferation [Gorrell et al. 2001]. Dieses CD26-Glykoprotein (in der sialinsdurereich
glykosylierten B-Propeller-Doméne) ist identisch mit dem ADA-bindenden Protein (ADAbp)
auf den T4-Helferzellen. Es entspricht damit zugleich dem Thymocyte Activating Molecule
(THAM) der Mause [Marguet et al. 1992].

Die Adenosin-Desaminase ihrerseits katalysiert Adenosin-Monophosphat (AMP) zu Inosin-
Monophosphat (durch Desaminierung des Adenins zu Hypoxanthin) im Rahmen des
Purinnukleotid-Abbaus. Bleibt dieser Schritt aus, so tritt das verbleibende AMP nach
Phosphorylierung zu Adenosin-Diphosphat (ADP) in die Purinnukleotid-Biosynthese ein.
ADP wird von der Ribonukleotid-Reduktase zu desoxy-Adenosin-Diphosphat reduziert. Nach
einem weiteren Phosphorylierungsschritt entsteht desoxy-Adenosin-Triphosphat, das durch

Kumulation die Aktivitit der Ribonukleotid-Reduktase im Sinne einer Produkthemmung
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blockiert. In der Folge bleibt die Synthese der anderen desoxy-Nukleotide aus. Die DNA-
Replikation und damit die T-Zell-Proliferation kann somit in Ermangelung an Substraten der
DNA-Polymerasen nicht weiter erfolgen. Dies beschreibt die Pathogenese des vorherrschen-
den Typs der Severe Combined Immuno-Deficiency (SCID) [Abbas et al. 1997].

Diese zweite Funktion fiihrt dazu, dass DPP-IV-Inhibitoren im Hinblick auf CD26 auch eine
gewisse immunsuppressive Wirkung zugesprochen wird, was eine eigene pharmakologische
Perspektive (beispielsweise in der Therapie der rheumatoiden Arthritis) er6ffnet [Tanaka et al.

1997, Williams et al 2003].

2.3.4 Substrate der DPP-1V

Als Substrat der DPP-IV kommen allgemein Peptide in Frage, die am N-terminus pénultimal
die Aminosduren Prolin oder Alanin und somit die Struktur Xaa-Pro oder Xaa-Ala (wie im
Falle des GLP-1) aufweisen. In dieser Position werden auch die Aminosduren Hydroxyprolin,
Serin, Glycin, Valin und Leucin von DPP-1V akzeptiert, wenngleich mit deutlich reduzierten

Spezifititskonstanten [Demuth und Heins 1995].

Zu den Substraten mit N-terminaler Xaa-Pro-Struktur zdhlen

Substrate mit hoher Katalyse-Rate: Substrate mit mittlerer Katalyse-Rate:
Neuropeptid Y und Endomorphin-2,

Peptid YY Enterostatin und

[Mentlein 1999]. Substanz P

[Mentlein 1999].

Substrate mit niedriger Katalyse-Rate:

Eotaxin,

Gastrin-Releasing Peptide,

Human Chorionic Gonadotropin,

Prolactin,

RANTES (Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted),
Trypsinogenpropeptid und Trypsinogen

[Mentlein 1999].
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Zu den Substraten mit N-terminaler Xaa-Ala-Struktur zihlen
Substrate mit mittlerer Katalyse-Rate:

GIP,

GLP-1,

GLP-2 und

Somatoliberin (identisch mit Growth Hormone-Releasing Hormone = GHRH)

[Mentlein 1999].

Entgegen anderslautenden Verdffentlichungen [zum Beispiel Drucker 2003] ist MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit kein
Substrat der DPP-IV, wie mit Hilfe der isoliert perfundierten Ratten-Leber gezeigt werden
konnte [,,Investigation on the elimination of MCP-1 by the isolated perfused liver of the rat®,
unverdffentlichte Arbeit von Dr. Andreas Greischel, Abteilung Drug Metabolism and
Pharmacokinetics der Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, 2000].

2.3.5 Struktur der DPP-IV

DPP-IV stellt ein homodimeres Membranprotein dar, dessen beide identische Untereinheiten
jeweils liber ein unabhingiges katalytisches Zentrum verfiigen.

Die membranassoziierte Form ist 110 kDa schwer und 766 (bei der Ratte 767) Aminosduren
lang, von denen 22 hydrophobe Reste der Verankerung in der Zellmembran dienen und N-
terminal ein hydrophiles Hexapeptid ins Zytoplasma hineinragt. Diese Struktur zdhlt zum Typ
IT der integralen Membranproteine [Misumi et al. 1992]. Die plasmaldsliche Form ist um die
hydrophobe und zytoplasmatische Doméne kiirzer und dementsprechend 738 Aminosduren
lang und 100 kDa schwer [Drucker 2003].

Die extrazelluldre Doméne gliedert sich weiter in ein membrannahes flexibles Segment (von
AS 29 bis AS 48), eine sialinsdurereich glykosylierte Region mit B-Propeller-Doméne (von
AS 49 bis AS 324), eine cysteinreiche Region (von AS 325 bis AS 552) und die C-terminale
katalytische Region mit der katalytischen Triade Ser 630/631, Asp 708/709 und His 740/741
(von AS 553 bis AS 766/767) [Mentlein 1999].

Die B-Propeller-Doméne ist bei Enzymen der POP-Familie aus sieben vierfach gefalteten [3-
Faltblattern aufgebaut. Die quasi-rotationssymmetrische Anordnung dieser B-Faltblitter gibt
der Doméne in der entsprechenden Aufsicht das Aussehen eines Propellers. Zum einen

fungiert diese Struktur als restriktiver Trichter (in dessen Fokus die katalytische Ser-Asp-His-
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Triade sitzt), der groBere Peptide und Proteine vor endoproteolytischer Spaltung bewahrt.
Zum anderen liegt hier die Bindungsstelle fiir ADA [Abbott et al. 1999].

Die Anordnung der katalytischen Triade (Ser-Asp-His) ist nicht-klassisch fiir Serin-Proteasen,

ndmlich umgekehrt im Vergleich zu der bei Serin-Proteasen klassischen Anordnung (His-

Asp-Ser) wie beispielsweise bei Trypsin oder Chymotrypsin. Der Serinrest 630/631 ist

hingegen in die Konsensussequenz flir samtliche Serinproteasen Gly-X-Ser-X-Gly (von AS

628/629 bis AS 632/633) eingebettet [David et al. 1993].

766 COOH
IsH

Il-lis 740
Asp 708

HS
Gly —Tyr ~
Ser 630
Gly—Trp~

552

324 =

O+
O

=
ire'
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ittt
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J\_
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J\
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N-terminus

Abb. 1: Schematische (aufgefaltete) Struktur der humanen DPP-IV [Mentlein 1999]
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2.3.6 Vorkommen der DPP-1V

Die DPP-IV kommt bei Sdugetieren sowohl membranassoziiert als auch plasmaloslich vor.
Die Expression des DPP-IV-Gens in vielen verschiedenen Kdérpergeweben von Mammalia
konnte nachgewiesen werden, wobei oftmals der Zusammenhang mit dlteren Beschreibungen
hergestellt werden konnte [Mentlein 1999, Drucker 2003].

Die Haufigkeit, mit der das DPP-IV-Gen in den verschiedenen Gewebetypen exprimiert wird,
weist grofle Unterschiede auf (gerundete Aktivitdtsangaben):

Mit Abstand am haufigsten exprimiert wird das DPP-IV-Gen im Nierenkortex (auf den
Podozyten und auf dem proximalen Tubulusepithel) [Kettmann et al. 1992] mit 14,2
(umol/min)/g [Labsch et al. 1981 und Yaron und Naider 1993], in der Lunge mit 3,0
(umol/min)/g [Labsch et al. 1981], im Darm (auf den jejunalen und ilealen Enterozyten)
[Yaron und Naider 1993] und in der Leber (auf den Hepatozyten und auf dem
Gallengangsepithel) mit jeweils 1,7 (umol/min)/g [Labsch et al. 1981], in der Parotis und in
der Milz mit jeweils 1,6 (umol/min)/g [Labsch et al. 1981], im Hoden (im Seminalplasma)
mit 1,4 (umol/min)/g [Kiillertz et al. 1986], auf aktivierten T4-Helfer-Lymphozyten (als
CD26) [Mentlein et al. 1984] mit 0,5 (nmol/min)/10° Zellen [Mentlein et al. 1991 und De
Meester et al. 1992] und schlieBlich auf dem Kapillarendothel [Lojda 1979] mit 7
(nmol/min)/10° Zellen [Mentlein 1988].

Weiterhin konnte DPP-IV-Aktivitdt (ohne quantifizierende Aktivititsangaben) auf den
Trophoblasten in der Plazenta [Piischel et al. 1982] und auf den Fibroblasten [Piazza et al.
1989] gezeigt werden. Zu den wenigen Gewebetypen, auf denen keine DPP-IV-Aktivitit
nachgewiesen werden konnte, zdhlen die Astroglia, die Oligodendroglia sowie die Neuronen
des ZNS [Mentlein et al. 1990]. AuBBerdem sind die B-Zellen des endokrinen Pankreas als
Trager von GLP-1-Rezeptoren frei von DPP-IV [Hupe-Sodmann et al. 1997].

Die Aktivitét der freien DPP-IV im humanen Plasma wird mit 25 units/L angegeben [Lambeir
et al. 2002]. Der Hauptanteil (95 %) der DPP-IV-Aktivitidt im Vollblut beziehungsweise im
Serum wird dem von T4-Helferzellen abgetrennten plasmaloslichen CD26 (soluble CD26 =

sCD26) zugeordnet [Durinx et al. 2000].
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2.4 pharmakologische Aspekte der DPP-IV-Inhibition

2.4.1 GLP-1-Anstieg

Besondere Beachtung fand die Entdeckung im Jahre 1992, dass GLP-1 einen positiven Effekt
auf Patienten des Diabetes mellitus Typ 2 (NIDDM) ausiibt, indem das Inkretin durch
Aktivierung der Residualkapazitit der insulinproduzierenden [B-Zellen indirekt den Blut-
zuckerspiegel zu senken im Stande ist [Gutniak et al. 1992].

Dieser therapeutische Effekt war allerdings nur unter der rein experimentellen Bedingung
einer intravendsen Dauerinfusion zu erreichen, da die Wirkung einzelner subkutaner Bolus-
Injektionen von GLP-1 enttduschend war: Nach kurzem Anstieg sank die Insulin-
Konzentration im Blut sehr schnell wieder ab und der Blutzuckerspiegel stieg entsprechend
an. Die Erkldrung dieser kurzen Wirksamkeit ergab sich aus der Beschreibung der rasanten
Inaktivierung von GLP-1 (7-36) amide beziehungsweise GLP-1 (7-37) durch das abbauende
Enzym DPP-IV zu GLP-1 (9-36) amide beziehungsweise GLP-1 (9-37) [Mentlein et al.
1993]. Da auch die Ausschiittung von endogenem GLP-1 bei NIDDM-Patienten reduziert ist
[Vilsbell et al. 2001], wurden in den folgenden Jahren zwei grundsitzliche Ansidtze der
Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 (NIDDM) im Hinblick auf den Mechanismus der
entero-insularen Achse beschrieben [Drucker 2003]:

Zum einen existiert der indirekte Weg der Forderung der Inkretin-Wirkung durch Inhibition

des abbauenden Enzyms [Ahrén et al. 2002].

Vorteile: Nachteile:

(+) orale Applikation ist mdglich; (-) multiple Targets, weil mit DPP-IV
(+) kiirzere Wirkung (Stunden bis Tag); ein pleiotropes Enzym inhibiert wird,
(+) ZNS-Nebenwirkungen durch GLP-1 deshalb ist das Sicherheitsprofil
unwahrscheinlich, weil nur die endogenen schlechter charakterisierbar;
Plasma-Konzentrationen stabilisiert werden; (=) immunsuppressiver Effekt

(+) DPP-1V-Inhibition stabilisiert auch die durch CD26-Hemmung

endogenen Plasma-Konzentrationen von GIP, ist wahrscheinlich.

deshalb wird potentiell der Synergieeffekt [Drucker 2003]

zwischen GIP und GLP-1 gefordert.

[Drucker 2003]

44



Zum anderen existiert der direkte Weg der Applikation von GLP-1-Analoga, die selbst keine
Substrate der DPP-1V darstellen (zum Beispiel Exendin-4) [Drucker 2003].

2.4.2 Alternative: Inkretin-Analoga

Vorteile: Nachteile:

(+) gezieltere Wirkung ist moglich, (-) Injektion ist notig;

da nur ein einziges Target (GLP-1- (—) Uberdosis ist potentiell problematisch,
Rezeptor) existiert, deshalb ist die weil GLP-1 potentiell ZNS-wirksam ist;
biologische Wirkung préziser definiert; (—) laingere Wirkung (Tage bis Wochen?).

(+) potentere Induktion des Séttigungsgefiihls; [Drucker 2003]
(+) potentere Inhibition der Magenentleerung.

[Drucker 2003]

Der lediglich theoretische Weg der Applikation von GIP-Analoga wurde nicht verfolgt, da
GIP bei NIDDM-Patienten im Gegensatz zu GLP-1 seine insulinotrope Potenz massiv

eingebiifit hat [Nauck et al. 1993 (b), Meier et al. 2001].

2.4.3 CD26-Hemmung

Auf Grund der Rolle, die CD26/ADAbp in der Aktivierung von T4-Helferzellen spielt, fiihrt
eine DPP-IV-Inhibition auch zur Hemmung der Produktion von Interferon-y (IFN-y),
Interleukin-4 (IL-4) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) [Reinhold et al. 1998]. Auf der
Grundlage dieser Kenntnis wird eine zentrale Rolle der DPP-IV/CD26/ADAbp in der
Regulation von autoimmunen Erkrankungen diskutiert, was eine mogliche therapeutische
Perspektive fiir Immunopathien wie die rheumatoide Arthritis darstellt [Tanaka et al. 1997,
Williams et al. 2003].
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2.4.4 GLP-2-Anstieg

Das pharmakologische Potential der reduzierten GLP-2-Degradation in der Therapie von
Enteropathien im Sinne einer beschleunigten Erholung der intestinalen Mucosa auf Grund der
Steigerung der Proliferation einerseits sowie der Blockade der Apoptosis der Darmepithel-
zellen andererseits ist eine weitere Perspektive der DPP-IV-Inhibition, die allerdings zum
gegenwdrtigen Zeitpunkt im Schatten der moglichen Diabetestherapie steht. Dieser Effekt auf
die Darmschleimhaut bedeutet allerdings zugleich auch eine Steigerung der Resorptions-
kapazitit, was moglicherweise die antidiabetische Wirkung beeintrachtigen konnte [Drucker

et al. 1996, Lambeir et al. 2002].
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2.5 Eliminationskinetik von GLP-1

2.5.1 Halbwertszeit bei in-vitro-Versuchsmodellen

Mit radioaktivem Jod-125 markiertes GLP-1 (7-36 amide) in einer urspriinglichen
Konzentration von etwa 50 nmol/L in 20 %-igem, in vitro bei +37 °Celsius inkubiertem
Wistar-Ratten-Serum wies in der Messung durch HPLC eine Halbwertszeit von 1,7 Stunden
auf, eine Zeitspanne, die sich unter der Wirkung des DPP-IV-Hemmstoffes Diprotin-A in
einer Konzentration von 0,1 mmol/L auf 15 Stunden verldngerte [Kieffer et al. 1995].

In unverdiinntem, in vitro bei +37 °Celsius inkubiertem Human-Plasma war die Halbwertszeit
der urspriinglich 0,4 nanomolaren Glycin-Isoform ohne DPP-IV-Hemmung im Sandwich-
ELISA mit 32 + 3 Minuten um etwa ein Viertel kiirzer als diejenige der urspriinglich
0,4 nanomolaren Amid-Isoform mit 42 £+ 2 Minuten (p = 0,007). Die Halbwertszeiten beider
Isoformen waren damit immer noch deutlich ldnger als die in vivo gemessenen Halbwerts-
zeiten. Ein Unterschied in dieser Gro3enordnung blieb auch unter DPP-IV-Inhibition mittels
Diprotin-A in einer Konzentration von 0,1 mmol/L bestehen, ndmlich 81 + 11 Minuten
Halbwertszeit bei GLP-1 (7-37) und 130 £ 11 Minuten bei GLP-1 (7-36 amide) (p = 0,004)
[Wettergren et al. 1998].

GLP-1 (7-36 amide) in einer urspriinglichen Konzentration von 12 umol/L in 20 %-igem, in
vitro bei +30 °Celsius inkubiertem Human-Serum wies in der Messung durch Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation — Time of Flight — Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) eine
Halbwertszeit von 49,8 + 3,3 Minuten auf, eine Zeitspanne, die sich in Anwesenheit von
1,0 millimolarem Metformin, einem potentiellen DPP-IV-Inhibitor, nicht signifikant auf

53,5 £+ 3,3 Minuten verldngerte (p > 0,05) [Hinke et al. 2002].
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2.5.2 in-vivo-Versuchsmodelle

2.5.2.1 Mensch

Bei sechs niichternen jungen Erwachsenen (vier Ménner, zwei Frauen) wurden intravendse
Infusionen mit beiden GLP-1-Isoformen in einer Konzentration von 1,5 (pmol/kg)/min in die
V. antecubitalis ohne parallele DPP-IV-Hemmung unternommen. Die Blutprobenentnahmen
erfolgten an der kontralateralen V. antecubitalis. Nach einer 20-miniitigen Basalphase wurde
liber eine Zeitspanne von 60 Minuten eine der beiden GLP-1-Isoformen kontinuierlich
infundiert. Zwischen den Applikationen der GLP-1-Isoformen lag bei jedem Probanden ein
Zeitabstand von mindestens einer Woche. Die GLP-1-Plasmaspiegel wurden mittels RIA
wiéhrend und noch zwei Stunden nach Absetzen der Infusion iiberpriift. Die resultierenden

GLP-1-Plasmaspiegel befanden sich im Bereich von 100 bis 200 pmol/L [@rskov et al. 1993].

Halbwertszeit

Die Halbwertszeit der Amid-Isoform wich mit 5,3 + 0,4 Minuten nicht signifikant von

derjenigen der Glycin-Isoform mit 6,1 + 0,8 Minuten (p > 0,05) ab [Orskov et al. 1993].

Clearance

Die Clearance der Amid-Isoform wich mit 14,6 £ 2,4 (mL/min)/kg nicht signifikant von
derjenigen der Glycin-Isoform mit 12,2 + 1,0 (mL/min)/kg (p > 0,05) ab [@rskov et al. 1993].
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2.5.2.2 Ratte

Bei sechs Wistar-Rattenbocken wurden kontinuierliche intravendse Infusionen einer GLP-1-
(7-37)-Losung in einer Konzentration von 5 umol/L mit einer Infusionsrate von 0,5 nmol/min
iiber einen Zeitraum von 60 Minuten in die V. femoralis ohne parallele DPP-IV-Hemmung
unternommen. Die Blutprobenentnahmen erfolgten an der katheterisierten V. jugularis. Die
Plasma-Konzentration an GLP-1 (7-37) wurde mittels RIA wihrend und noch 16 Minuten
nach Absetzen der Infusion iiberpriift. Die resultierenden Plasmaspiegel an GLP-1 (7-37)
beliefen sich auf etwa 100 nmol/L [Oshima et al. 1988].

In einem anderen Versuch am Rattenmodell wurde die Verteilung von mit radioaktivem Jod-
125 markiertem GLP-1 (7-36 amide) nach intravendser Bolus-Injektion mit Hilfe einer

Gammakamera verfolgt [Hassan et al. 1999].

Halbwertszeit

Die kontinuierliche Infusion in die V. femoralis ergab eine Halbwertszeit nach Absetzen der
GLP-1-(7-37)-Losung von 39,5 + 15,5 Minuten [Oshima et al. 1988].
Die mittels Gammakamera ermittelte Halbwertszeit des radioaktiv markierten GLP-1 (7-36

amide) wurde mit 3,3 = 0,6 Minuten beziffert [Hassan et al. 1999].

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Die Clearance von GLP-1 (7-37) unter kontinuierliche Infusion in die V. femoralis wurde mit
18,6 £ 8,6 (mL/min)’kg und das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State mit
516,3 + 92,1 mL/kg beziffert [Oshima et al. 1988].

Die Clearance von Jod-125-markiertem GLP-1 (7-36 amide) nach Bolus-Injektion wurde mit
117+ 15 (mL/min)’kg und das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State mit
557 = 61 mL/kg beziffert [Hassan et al. 1999].

49



2.5.2.3 Hund

Bei vier Hunden der Rasse Beagle wurden intravendse Infusionen mit beiden GLP-1-
Isoformen in einer Konzentration von 50 pg/kg (15 nmol/kg) innerhalb von zwei Minuten in
die V. cephalica ohne parallele DPP-IV-Hemmung unternommen. Die Plasma-Konzentration
an GLP-1 wurde mittels Sandwich-ELISA wéhrend und nach Absetzen der Infusion zum
Zwecke der Charakterisierung der kinetischen Parameter iiberpriift. Die resultierenden GLP-
1-Plasma-Konzentrationen beliefen sich auf einen Bereich zwischen 100 und 200 nmol/L

[Pridal et al. 1996].

Halbwertszeiten und mittlere Verweildauer

Die initiale Halbwertszeit betrug bei der Amid-Isoform 2,1 + 0,1 Minuten und bei der Glycin-
Isoform 2,4 + 0,3 Minuten. Die terminale Halbwertszeit betrug bei der Amid-Isoform 68 + 6
Minuten und bei der Glycin-Isoform 81 + 3 Minuten. Fiir die mittlere Verweildauer der
Amid-Isoform wurde ein Wert von 6,2 + 0,3 Minuten ermittelt und fiir diejenige der Glycin-

Isoform ein Wert von 36 + 5 Minuten [Pridal et al. 1996].

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Fiir die Amid-Form von GLP-1 wurde die totale Plasma-Clearance mit 25 + 3 (mL/min)/kg
und das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State mit 160 + 20 mL/kg beziffert. Fiir

die Glycin-Isoform bezifferte sich die totale Plasma-Clearance auf 22 + 4 (mL/min)/kg und
das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State auf 840 + 240 mL/kg [Pridal et al. 1996].
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2.5.2.4 Schwein

Bei sieben niichternen mit Halothan anésthesierten Schweinen wurden intravendse
Dauerinfusionen von GLP-1 (7-36 amide) mit einer konstanten Infusionsrate von
4,95 £0,21 (pmol/kg)/min in die linke V. auricularis medialis ohne parallele DPP-IV-
Hemmung durchgefiihrt. Die Blutprobenentnahmen erfolgten an der katheterisierten rechten
A. carotis communis und an der katheterisierten rechten V. jugularis interna. Nach einer 5-
miniitigen Basalphase wurde iiber eine Zeitspanne von 30 Minuten die GLP-1-(7-36 amide)-
Losung kontinuierlich infundiert. Die Plasma-Konzentration an GLP-1 wurde sowohl mittels
RIA als auch mittels ELISA wéhrend und noch 30 Minuten nach Absetzen der Infusion
tiberpriift. Die resultierenden Plasmaspiegel an GLP-1 (7-36 amide) beliefen sich auf einen
Bereich zwischen 300 und 400 pmol/L (RIA) beziehungsweise auf einen Bereich zwischen 50
und 100 pmol/L (ELISA) [Deacon et al. 1996 (a)].

Durch Parallelinfusion einer Losung des spezifischen Enzyminhibitors Diprotin-A mit einer
Infusionsrate von 720 + 55 (nmol/kg)/min wurde eine Steigerung des GLP-1-Plasmaspiegels
im FlieBgleichgewicht um den Faktor 2,6 erreicht, ndmlich von 19,5 £ 4,4 % auf 51,1 £ 9,4 %
Anteil des intaktiven Peptids an der gesamten Immunoreaktivitdt im RIA (p < 0,01) [Deacon

etal. 1996 (b)].

Halbwertszeit

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-36 amide) ohne parallele DPP-IV-Hemmung wurde auf
1,5 + 0,4 Minuten beziffert [Deacon et al. 1996 (a)]. Unter DPP-IV-Hemmung durch Diprotin
A konnte {iberraschenderweise mit dem gewihlten Versuchsdesign keine signifikante
Verldngerung der Halbwertszeit festgestellt werden (1,9 £ 0,5 Minuten) (p > 0,05) [Deacon et
al. 1996 (b)].

Clearance

Die Ganzkorper-Clearance von GLP-1 (7-36 amide) ohne parallele DPP-IV-Hemmung wurde
auf einen Wert von 106,8 = 14,7 (mL/min)/kg beziffert [Deacon et al. 1996 (a)]. Unter DPP-
IV-Hemmung durch Diprotin-A sank die Clearance auf 36,7 + 10,3 (mL/min)/kg [Deacon et
al. 1996 (b)].
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2.5.3 Zusammenfassung der GLP-1-Kinetik

Eine Ubersicht iiber die in der oben zitierten Literatur genannten, in-vitro-gewonnenen Daten
der kinetischen Parameter von GLP-1 (ohne und mit paralleler DPP-IV-Hemmung) gibt die
folgende Tabelle:

GLP-1-Isoform t1/2 [min] (DPP-IV-positiv) t1/2 [min] (DPP-IV-negativ)
Amid 102 900

Glycin 32+£3 81+ 11

Amid 42 £2 130+ 11

Amid 49,8 +3,3 53,5+3,3

Zusammenfassend ldsst sich zu den in-vitro-gewonnenen Daten sagen, dass sowohl die
GroBenordnung der Halbwertszeit (zwischen 30 und 100 Minuten) als auch das Ausmal} der
durch DPP-IV-Hemmung erreichten Halbwertszeit-Verlingerung (zwischen dem Faktor 9
und dem Faktor 1) stark divergieren — offensichtlich in Abhéngigkeit vom gewihlten

Versuchsdesign.

Eine Ubersicht iiber die in der oben zitierten Literatur genannten, in-vivo-gewonnenen Daten
der kinetischen Parameter von GLP-1 (ohne parallele DPP-IV-Hemmung) gibt die folgende
Tabelle:

Spezies (Isoform) t1/2 [min] CL [(mL/min)/kg
Mensch (Amid) 5,3+04 14,6 £ 2,4
Mensch (Glycin) 6,1 £0,8 12,2+ 1,0

Hund (Amid) 2,1+0,1 25+3

Hund (Glycin) 24+0,3 22+4

Ratte (Amid) 3,3+0,6 117+ 15

Ratte (Glycin) 39,5+ 15,5 18,6 + 8,6
Schwein (Amid) 1,5+04 106,8 + 14,7
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Die kinetischen Parameter von GLP-1 unter gleichzeitiger DPP-IV-Hemmung beim Schwein:

Spezies (Isoform) t1/2 [min] CL [(mL/min)/kg
Schwein (Amid) 1,9+0,5 36,7+ 10,3

Zusammenfassend ldsst sich zu den bei verschiedenen Sdugerspezies in-vivo-gewonnenen
Daten sagen, dass zum einen die Halbwertszeit speziesunabhidngig weitaus konsistenter
ausfillt (von der Halbwertszeit der Glycin-Isoform bei der Ratte [Oshima et al. 1988]
abgesehen im arithmetischen Mittel 3,5 £ 1,9 Minuten) als bei den in-vitro-gewonnenen
Daten, zum anderen die Clearance-Werte (scheinbar unabhidngig von der Halbwertszeit) in
zweil Gruppen zerfallen (Werte um 18 + 5 [Oshima et al. 1988, Orskov et al. 1993, Pridal et
al. 1996] und Werte um 112 + 7 [Deacon et al. 1996 (a), Hassan et al. 1999]) und zum dritten
die nicht-signifikante Verldngerung der Halbwertszeit unter DPP-IV-Hemmung mit einer

signifikanten Absenkung der totalen Clearance einhergeht [Deacon et al. 1996 (b)].
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Tiere

3.1.1 Tierstamm

Es wurden ausschlieBlich Rattenbocke des Stammes CrlGlxBrlHan:Wist verwendet. Die
Bezeichnung dieses Auszuchtstammes (durch den Doppelpunkt als solcher charakterisiert)
folgt den Konventionen des Rat Genome and Nomenclature Committee und spiegelt die
Zuchthistorie wider:

Der englische Biologe Henry Donaldson brachte im Jahre 1906 einige Albinoratten von
Europa zum Wistar-Institut nach Philadelphia, Pennsylvania, USA. Bei diesen Ratten
handelte es sich um domestizierte Wanderratten (Rattus norvegicus) mit homozygoter
autosomal-rezessiver Defektallelie der Melaninsynthese, die die Ausgangsbasis des Wistar-
Albino-Stammes (Wist) darstellten. Im Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht in Hannover
(Han) wurden 1958 aus einer Wistar-Auszuchtpopulation selektiv besonders kleinwiichsige
Ratten zur weiteren Zucht verwendet, um eine etwas kleinere Auszuchtratte zu etablieren.
Tiere dieses Auszuchtstammes kamen im Verlauf der Jahre von 1989 bis 1997 iiber die
schweizerischen Biological Research Laboratories (Brl) und die englische GlaxoWellcome
(Glx) zum jetzigen Ziichter Charles River Laboratories (Crl), Sulzfeld [personliche Mitteilung

von Jutta Davidson, Technical Manager bei Charles River Deutschland].

3.1.2 Physiologie

Auf das Einhalten der physiologischen Funktionsdaten der Ratten in Narkose wurde durch
entsprechendes Monitoring geachtet: physiologische Atemfrequenz zwischen 60 und 100 pro
Minute, physiologische Pulsfrequenz zwischen 250 und 400 pro Minute und physiologische
Korpertemperatur zwischen 37,0 und 39,5 °Celsius (in der Tagesphase durchschnittlich
37,2 °Celsius und in der nichtlichen Plateauphase durchschnittlich 38,1 °Celsius) [Scales und
Kluger 1987].
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Die Korpermasse der verwendeten Ratten lag zwischen 200 und 400 g. Durch die direkte
Korrelation von Korpermasse und Alter bei der Ratte entspricht dies einer Altersspanne

zwischen 7 und 14 Wochen.

3.1.3 Tierversuchsgenechmigung

Die Genehmigungen fiir die Steady-State-Infusionsversuche wurde im Rahmen des
Versuchsvorhabens Nummer 00-014 (Tierversuche unter Betdubung ohne Wiedererwachen)
beantragt. Die Genehmigung fiir die isoliert perfundierte Ratten-Leber wurde im Rahmen des
Versuchsvorhabens Nummer 02-004 (Organentnahme ohne Vorbehandlung) beantragt. Die
Genehmigung fiir beide Tierversuchsantrige wurde vom zustéindigen Regierungsprasidium in

Tiibingen unter dem Aktenzeichen 35/9185.81-8 erteilt.

3.1.4 Tierschutz

Die Narkose wurde nach den Kriterien des Kapitels ,,Anédsthesie beim Versuchstier im
Handbuch iiber Moglichkeiten und Methoden zur Verbesserung, Verminderung und
Vermeidung von Tierversuchen durchgefiihrt [Erhardt et al. 1994], die Durchfiihrung der
Versuche und die abschlieBende Totung orientierten sich an den ethischen Standards des
Institute of Laboratory Animal Resources, wie sie in den Kapiteln ,,Surgery und
»~Buthanasia®“ des Guide for the Care and Use of Laboratory Animals erldutert werden
[Institute of Laboratory Animal Resources 1996].

Um bei den Infusionsversuchen Schadwirkungen durch Hypervoldmie auszuschlieBen, wurde
das Maximum der intravends infundierten Volumina (34,4 [mL/kg]/h GLP-1-Losung +
13,2 [mL/kg]/h Inhibitorlosung = 47,6 [mL/kg]/h) so gewdhlt, dass diese deutlich unterhalb
der Grenze von 60 (mL/kg)/h lagen, jenseits welcher bei Ratten erstmals pulmonére Lisionen

histologisch nachweisbar sind [Morton et al. 1997].
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3.2 Material

3.2.1 DPP-IV-Inhibitoren

LINCO-DPP-1V-Inhibitor
(Catalog # DPP4) = nicht nédher spezifizierter DPP-IV-Hemmstoff fiir die Stabilisierung der
Proben fiir den GLP-1-ELISA-Kit von LINCO Research Inc., St. Charles, Missouri, USA.

BI-p

Molekulargewicht: 471,6 g/mol;

Inhibitionsmechanismus: kompetitive Hemmung;

Ki (Inhibitionskonstante) = 2,3 nmol/L und Km (Michaelis-Konstante) = 14,1 nmol/L
[errechnet nach der Gleichung Ki = ICsy/(1+[Substrat]/Km) aus empirisch gewonnenen 1Cso-
Daten von Dr. Mohammad Tadayyon, Abteilung Stoffwechselforschung der Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co. KGJ;

Plasma-Protein-Bindung (Ratte) = 92 % und Bindung an bovines Serumalbumin = 35 %
[unvero6ffentlichte Daten der Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KGJ;

Totale Clearance (Ratte bei einer Dosis von 1 mg/kg) = 13 + 4 (mL/min)/kg und terminale
Halbwertszeit (Ratte bei einer Dosis von 1 mg/kg) = 2,5 + 0,1 h [unverdffentlichte Daten der
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG].

3.2.2 DPP-1V-Substrate
GLP-1 (7-37)
Glucagon-Like Peptide 1, Fragment 7-37 human (Katalognummer G-9416), SIGMA-

ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen
Molekulargewicht: 3.355,7 g/mol.
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GLP-1 (7-36 amide)

Glucagon-Like Peptide 1, Fragment 7-36 amide human (Katalognummer G-8147), SIGMA-
ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen

Molekulargewicht: 3.297,7 g/mol,

Km (GLP-1) = 4,5 umol/L [Mentlein et al. 1993];

Die Wiederfindungsrate im EIA betrdgt nach einmaligem Einfrieren auf -80 °Celsius 97,5 %

und nach zweimaligem Einfrieren auf -80 °Celsius 97,1 % [Brunn et al. 1999].

3.2.3 Test-Kits

GLP-1-ELISA-Kit
Glucagon-Like Peptide-1 (active) ELISA Kit, 96-Well Plate (Catalog # EGLP-35K), LINCO
Research Inc., St. Charles, Missouri, USA.

Glukose-Test-Kit
Granutest® 250 Glucose (Katalognummer 1.12194.0001), Diagnostica Merck KG, Darmstadt

3.2.4 Perfusoren und Peristaltik-Pumpe

Macro-Perfusor (mL/h)
,»PILOT-Anisthesie*, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Micro-Perfusor (uL/min)
,CMA 100 Microinjection Pump*, CMA Microdialysis, Solna, Schweden

Peristaltik-Pumpe

»REGLO-Digital, Type MS-4/8-100, ISMATEC 834, 4 Kanéle, 8 Rollen, Hugo-Sachs-
Elektronik, March-Hugstetten. Die Peristaltik-Pumpe forderte jeweils 30 mL/min in jedem
von zwei Siliconschlduchen (,,Tygon-R-3607“, 3,17 mm ID, Wandstirke 0,86 mm,
ISMATEC Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld), zusammen also 60 mL/min,

die durch ein Y-Stiick in einen Schlauch zusammengefiihrt wurden.
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3.2.5 Hardware und Software fir die Photometrie

Fluoreszenz-Photometer (Umbelliferon-Messung)

»apectra-MAX-Gemini-XS*, Molecular Devices GmbH, Ismaning/Miinchen

Fluoreszenz-Photometer-Software (Umbelliferon-Messung)
SOFTmaxPRO, Version 3.1.2, Molecular Devices GmbH, Ismaning/Miinchen

Licht-Photometer (NADH-Messung)
»dpectra-MAX-Plus“, Molecular Devices GmbH, Ismaning/Miinchen

Licht-Photometer-Software (NADH-Messung)
SOFTmaxPRO, Version 3.0, Molecular Devices GmbH, Ismaning/Miinchen

3.2.6 Waage und Zentrifuge

Analysen-Semimikrowaage

,»AT-261-DeltaRange®, Mettler-Toledo GmbH, Giel3en

gekiihlte Tischzentrifuge
,Centrifuge 5417 R, Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg

3.2.7 Thermostat und Wasserbad

LAUDA-Thermostat
Type K2, Messgerite-Werk LAUDA, Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen

Schiittel-Wasserbad
,»GFL 1083, Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Bergwedel
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3.2.8 Perfusionsmedium

Als Perfusat dienten 80 mL eines erweiterten Krebs-Henseleit-Puffers:

Substanz: Konzentration der Anteil an der Konzentration in der
Ausgangslsung: Gesamtlosung: Gesamtlosung:
[mmol/L] [%] [mmol/L]

NaCl 154,0 76,9 118,4

KCI 154,0 3,1 4,8

CaCl, 110,0 2,3 2,5

KH,PO4 154,0 0,8 1,2

MgSO4 154,0 0,8 1,2

NaHCO; 154,0 16,1 24,8

Die Salze Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Magnesiumsulfat (alle in der Qualitét ,,pro
analysi“) sowie das Salz Kaliumhydrogenphosphat (in der Qualitét ,,purissimum*) waren von
Merck KGaA, Darmstadt, das Salz Natriumhydrogencarbonat (in der Qualitét ,,purissimum®)
und das Salz Calciumchlorid (in der Qualitit ,,purum‘) waren von Riedel-de Haén, Honeywell
Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze.

Dieses Puffer-System wurde durch Zugabe von Glukose — auf eine Endkonzentration von
12 mmol/L. (physiologische Glukose-Konzentration im Serum bei 2 bis 5 Monate alten
Rattenbocken: 10,2 = 1,2 mmol/L [Loeb 1999]) — und von bovinem Serumalbumin — auf eine
Endkonzentration von 2 % w/v (physiologische Albumin-Konzentration im Plasma bei
Rattenbocken: 3,3 £ 0,2 % w/v [laut GALAS]) — zum Perfusionsmedium erweitert. Dieses
Perfusionsmedium wurde nun noch durch Titration mit 1-normaler HCI-Losung auf einen
physiologischen pH-Wert von 7,4 gebracht und somit schlieflich zum gebrauchsfertigen

(nativen) Perfusat vervollstindigt.

3.2.9 Pharmakokinetik-Software

TOPFIT, Version 2.0, Pharmacokinetic and Pharmacodynamic Data Analysis System for the
PC, Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach/Riss, Schering AG, Berlin, Gédecke AG, Freiburg/
Breisgau zur computergestiitzten Dosis-Findung fiir BI-B durch kompartimentelle Aus-

wertung.
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3.3 Methode

3.3.1 in-vivo-Infusionsversuche (Glycin-Isoform im Steady-State)

3.3.1.1 Tiere

Zur Anwendung kamen insgesamt 43 Rattenbdcke der Gewichtsklasse von 200 bis 400 g KM
fiir die Versuche mit der Glycin-Isoform von GLP-1 (zwischen vier und sieben Ratten pro
DPP-IV-Hemmungsgrad). Alle Ratten hatten bei Versuchsbeginn 10 + 2 Stunden gefastet.

Jede Ratte wurde zur exakten Dosierung von Narcotica und Infusionsrate gewogen.

3.3.1.2 Narkose

Die Narkose wurde mit dem Narcoticum Thiobutabarbital (,,Inactin® 5 %-ige Losung,
SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen) 100 mg/kg i.p. angeflutet, nach Wirkeintritt
mit dem Anistheticum Ketamin (,,Ketamin 5 %%, Bela-Pharm GmbH & Co. KG, Vechta)
60 mg/kg i.p. stabilisiert und zur Vermeidung einer Hypersalivation das Anticholinergicum
Atropin (,,Atropinum sulfuricum solutum 1 %, Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tier-
arzte eG, Garbsen) 0,1 mg/kg i.m. appliziert.

Der Eintritt in die zweite Stufe des chirurgischen Toleranzstadiums (III/2) wurde beurteilt an
Hand der Kriterien einer spezifisch auf die Ratte bezogenen Abwandlung des allgemeinen

Schemas der Narkosestadien nach Guedel [Erhardt et al. 1994]:

Stadium I (Analgesiestadium):

Ratte weckbar,

alle Reflexe = positiv.

Stadium II (Exzitationsstadium):

Ratte nicht weckbar,
allgemeine Hyperreflexie,
Pupillen mydriatisch,
forcierte Atmung,

Muskulatur hypertonisch.
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Stadium III (Toleranzstadium)

Stufe 1 (IT1/1):

Stufe 2 (111/2):

Stufe 3 (I11/3):

Stellreflex = negativ,

alle iibrigen Reflexe = (verzdgert) positiv,
Pupillen miotisch (wenn nicht atropinisiert),
geringgradiger Exophthalmus,
costo-abdominale Atmung.

Stellreflex, Palpebralreflex

und Interdigitalreflex = negativ,

alle iibrigen Reflexe = (verzégert) positiv,
Pupillen miotisch (wenn nicht atropinisiert),
mittelgradiger Exophthalmus,
(costo-)abdominale Atmung,

Muskulatur relaxiert.

Cornealreflex = (verzogert) positiv,

alle librigen Reflexe = negativ,

Pupillen mydriatisch,

hochgradiger Exophthalmus,

abdominal forcierte Atmung.

Stadium IV (Asphyxiestadium):

Zusétzlich wurde die Sauerstoffsittigung des Blutes iiber die Féarbung der sichtbaren

Schleimhdute abgeschétzt. Zur Vermeidung einer narkosebedingten Hypothermie waren die

Tiere wahrend der

Korpertemperatur wurde durch rektale Messung kontrolliert (Mini-Thermometer mit

Temperaturfiihler im

GmbH, Heidelberg).

alle Reflexe = negativ,
Asphyxie oder Schnappatmung,
Pupillen hochgradig mydriatisch.

Versuche auf einer elektrischen Wairmematte gelagert, und ihre

Sondenrohr 30 mm x 2,2 mm, neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
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3.3.1.3 Zugénge

Nach Erreichen des chirurgischen Toleranzstadiums (I1I/2) wurde die duBlere Haut der
Kehlgangsregion auf einer Strecke von 2 cm zwischen den Processus angulares mandibulae
und dem Manubrium sterni eréffnet und das Platysma colli (der M. cutaneus colli auf der
dulleren Rumpffaszie) zwischen den beiden prominenten Glandulae mandibulares und den
Mm. sternohyoidei et sternothyreoidei bis auf die ventrale Oberfliche der Trachea stumpf
getrennt. Etwa drei Knorpelspangen caudal der Glandula thyreoidea wurde die Trachea mit
einer Mikro-Schere transversal zwischen zwei Knorpelspangen eingeschnitten, um einen
30 mm langen Trachealtubus (Polyethylen-Katheter von Portex Ltd., Hythe, Kent, UK,
1,40 mm ID und 1,90 mm OD) 10 mm tief in Richtung auf die Bifurkation einzufiihren.

Die linke A. carotis communis wurde unter der prominenten Gl. mandibularis zwischen den
vereinigten Biuchen der Mm. sternohyoideus et sternothyreoideus (medial), dem M. longus
colli (dorsal) und dem M. sternomastoideus (lateral) durch sagittales Spreizen einer feinen
anatomischen Pinzette freigelegt. Ebenfalls durch vorsichtigen Pinzetteneinsatz wurde die A.
carotis communis vom Truncus vagosympathicus getrennt, um diesen nicht durch Einbinden
in die Ligaturen zu irritieren. Nach Anlegen einer rostralen Ligatur und nach Setzen eines
atraumatischen GefaB3-Clips 10 mm caudal davon wurde das Gefall mit einer Mikro-Schere
erdffnet. Nach Einfddelung von 5 mm des insgesamt 20 cm langen, am anderen Ende auf eine
25-Gauge-Kaniile geschobenen arteriellen Katheters (Polyethylen-Katheter von Portex Ltd.,
Hythe, Kent, UK, 0,40 mm ID und 0,80 mm OD, etwa 60 pL vorgelegtes Volumen) wurde
dieser in eine Ligatur eingebunden und der Gefa3-Clip entfernt.

Ebenso wurden die beiden Vv. jugulares externae, die unmittelbar unter dem Platysma colli
zwischen den Mm. sternomastoidei (medial) und den Mm. brachiocephalici (dorsolateral)
oberflachlich aufliegen, mit jeweils einem insgesamt 40 cm langen, am anderen Ende auf eine
27-Gauge-Kaniile geschobenen venodsen Katheter (Polyethylen-Katheter von Portex Ltd.,
Hythe, Kent, UK, 0,28 mm ID und 0,61 mm OD, jeweils etwa 110 pL vorgelegtes Volumen)
auf einer Lange von 5 mm kaniiliert [Olds 1984, Komarek 2000, Remie 2000].

Auf diese Weise wurden bei den Tieren, denen parallel die Substrat- und die
Hemmstofflosung infundiert wurde, insgesamt drei Zuginge gelegt. Die anderen Tiere hatten
neben dem arteriellen nur einen vendsen Zugang und somit insgesamt nur zwei

Gefillkatheter.
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3.3.1.4 isolierte Infusion der Substrat-Losung

Bei den Versuchen ohne parallele Infusion der Hemmstoff-Losung wurde vor Beginn der
Infusion 15 Minuten lang (bis t3 = 15 min) nur auf die Stabilitit der Narkose geachtet und
dabei die Blutproben fiir die Messung der Basisspiegel gewonnen.

Zum Zeitpunkt t3 = 15 min wurde dann am vendsen Zugang eine Substrat-Losung der
Konzentration 5 nmol/L mit einer Infusionsleistung des Perfusors ,,PILOT-Anésthesie” von
2,4 (mL/h)/kg angelegt; von t; = 15 min bis ts = 75 min wurden somit 12 (pmol/h)/kg Substrat
appliziert.

Zum Zeitpunkt t¢ = 75 min wurde die Infusionsleistung auf 8,0 (mL/h)/kg gesteigert, das
heif3t, von ts = 75 min bis to = 135 min wurden somit 40 (pmol/h)/kg Substrat appliziert.

Zum Zeitpunkt ty = 135 min wurde die Infusionsleistung auf 24,0 (mL/h)/kg gesteigert, das
hei3t, von to = 135 min bis t;; = 195 min wurden somit 120 (pmol/h)/kg Substrat appliziert.
Zum Zeitpunkt t;; = 195 min wurde jegliche Infusion der Substrat-Losung gestoppt.

3.3.1.5 Parallelinfusion der Substrat-Losung

Bei den Versuchen unter paralleler Infusion der Hemmstoff-Losung wurde 60 Minuten (bis
t3; = 60 min) nur auf die Stabilitdt der Narkose geachtet und dabei der DPP-IV-Hemmstoff
infundiert, ohne zusitzliche Applikation des Substrats.

Zum Zeitpunkt t3 = 60 min wurde dann am zweiten vendsen Zugang eine Substrat-Losung der
Konzentration 5 nmol/L mit einer Infusionsleistung des Perfusors ,,PILOT-Anésthesie* von
2,4 (mL/h)/kg angelegt; von t; = 60 min bis t = 120 min wurden somit 12 (pmol/h)/kg
Substrat appliziert.

Zum Zeitpunkt ts = 120 min wurde die Infusionsleistung auf 8,0 (mL/h)/kg gesteigert, das
heif3t, von ts = 120 min bis to = 180 min wurden somit 40 (pmol/h)/kg Substrat appliziert.

Zum Zeitpunkt ty = 180 min wurde die Infusionsleistung auf 24,0 (mL/h)/kg gesteigert, das
heif3t, von to = 180 min bis t;, = 240 min wurden somit 120 (pmol/h)/kg Substrat appliziert.
Zum Zeitpunkt t;; = 240 min wurde jegliche Infusion der Substrat-Losung gestoppt.
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3.3.1.6 Parallelinfusion der Hemmstoff-Losung

Zum Zeitpunkt ty wurde jedem Tier an einem vendsen Zugang eine Inhibitor-Losung der
Konzentration 2,12 mmol/L in einer niedrigen Dosis von 0,3 umol/kg (das sind 141 uL/kg)
oder in einer mittleren Dosis von 1 umol/kg (das sind 472 pL/kg) oder in einer hohen Dosis
von 3 pmol/kg (das sind 1.415 pL/kg) als Bolus appliziert.

Daran unmittelbar anschlieBend wurde iiber denselben vendsen Zugang die gleiche Inhibitor-
Losung der Konzentration 2,12 mmol/L wiederum in einer niedrigen Dosis von
0,6 (umol/h)/kg (das sind 283 [uL/h]/kg) oder in einer mittleren Dosis von 2 (umol/h)/kg (das
sind 943 [uL/h]/kg) oder in einer hohen Dosis von 6 (umol/h)/kg (das sind 2.829 [uL/h]/kg)
als Dauerinfusion mittels des Perfusors ,,CMA 100 Microinjection Pump* bis Versuchsende
(tend =249 min) angelegt. Spiter wurde dieses Schema um niedrigere Hemmstoff-Dosen

erweitert.
3.3.1.7 Blutproben
Bei den Versuchen ohne parallele Infusion der Hemmstoff-Losung wurden die Blutproben

eines Einzelvolumens von 250 puL zu folgenden Zeitpunkten aus der A. carotis zur Substrat-

und zur Blutzucker-Bestimmung entnommen:

1. zum Zeitpunkt t, =1 min (0,017 h),

2. zum Zeitpunkt t; =10 min (0,167 h),

3. zum Zeitpunkt t4 =65 min (1,083 h),

4. zum Zeitpunkt ts =74 min (1,233 h),

5. zum Zeitpunkt t; =125 min (2,083 h),

6. zum Zeitpunkt tg =134 min (2,233 h),

7. zum Zeitpunkt to =185 min (3,083 h),

8. zum Zeitpunkt t;; =194 min (3,233 h),

9. zum Zeitpunkt t;3 =196 min (3,267 h) und
10. zum Zeitpunkt t;4 =205 min (3,417 h) = tenq.
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Bei den Versuchen mit paralleler Infusion der Hemmstoff-Losung wurden die Blutproben
eines Einzelvolumens von 250 puL zu folgenden Zeitpunkten aus der A. carotis zur Substrat-

und Blutzucker-Bestimmung entnommen:

1. zum Zeitpunkt t; =50 min (0,833 h),

2. zum Zeitpunkt t; =59 min (0,983 h),

3. zum Zeitpunkt t4 =110 min (1,833 h),

4. zum Zeitpunkt ts =119 min (1,983 h),

5. zum Zeitpunkt t; =170 min (2,833 h),

6. zum Zeitpunkt tg =179 min (2,983 h),

7. zum Zeitpunkt to =230 min (3,833 h),

8. zum Zeitpunkt t;; =239 min (3,983 h),

9. zum Zeitpunkt t;3 =241 min (4,017 h) und
10. zum Zeitpunkt t;4 =249 min (4,150 h) = tenq.

Bei den Versuchen mit paralleler Infusion der Hemmstofflosung wurden zusitzlich die
Blutproben eines Einzelvolumens von 110 pL zu folgenden Zeitpunkten aus der A. carotis zur

Inhibitorspiegel-Kontrolle entnommen:

1. zum Zeitpunkt t, =59 min (0,983 h),

2. zum Zeitpunkt ts =119 min (1,983 h),

3. zum Zeitpunkt tg =179 min (2,983 h),

4. zum Zeitpunkt t; =239 min (3,983 h) und
5. zum Zeitpunkt t;4 =249 min (4,150 h) = teng.

Die Blutproben wurden sofort nach Gewinnung in 1,0 mL-fassende, EDTA-haltige
,Probenrohrchen fiir hamatologische Untersuchungen® (von KABE Labortechnik GmbH,
Niimbrecht-Elsenroth) gegeben, in denen 10 pL des ,,DPP-IV-Inhibitors von LINCO-
Research vorgelegt waren, und unmittelbar in einer Kiihlzentrifuge (8 Minuten, 1.200 g,
+4 °Celsius) verarbeitet, das gewonnene Plasma in 0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-Tubes® (von
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) zu Volumina von 100 pL (fiir den Substrat-
ELISA), von 20 pL (fiir die Blutzuckerbestimmung) und (bei den Versuchen mit paralleler
DPP-IV-Hemmung) von 50 pL (fiir die Hemmstoff-Analytik) aufgeteilt und (bei
-20 °Celsius) tiefgefroren. Der Chelatbildner EDTA bindet koordinativ den Blutgerinnungs-
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faktor IV (ionisiertes Calcium) und verhindert dadurch die fiir die Blutgerinnungskaskade
notige Verankerung des Prothrombinase-Komplexes an den Phospholipiden der Thrombo-
zyten-Membran.

Zwischen den Entnahmen der Blutproben wurden die Katheter mit heparinhaltiger
isotonischer Kochsalzlosung gefiillt, um einen thrombotischen Verschluss zu verhindern. Die
Konzentration an Heparin betrug 100 IU/mL (eine Ampulle Liquemin® N 10.000 von
Hoffmann-La Roche AG, Basel, in einer 100 mL-Flasche isotoner Kochsalz-Losung 0,9 %
von B. Braun Melsungen AG, Melsungen).

3.3.2 in-situ-Perfusionsversuche (isoliert perfundierte Ratten-Leber)

3.3.2.1 Historisches

Die erste Leberperfusion wurde 1654 von Francis Glisson (1598-1677), dem Entdecker der
nach ihm benannten Trias aus V. interlobularis, A. interlobularis und Ductus biliferus sowie
der bindegewebigen Leberkapsel, durchgefiihrt, wobei ihm Kuhmilch als Perfusionsmedium

und ein Federkiel als Pfortaderkaniile dienten [Grosse-Siestrup et al. 2002].

3.3.2.2 Tiere

Zur Anwendung kamen insgesamt 25 Rattenbocke der Gewichtsklasse von 200 bis 400 g KM,
nidmlich 19 Ratten fiir das rezirkulierende Perfusionsmodell und sechs Ratten fiir das Single-
Pass-Verfahren. Da endogene Peptidhormon-Konzentrationen in der IPRL keine Rolle
spielen, wurde auf das Niichternsetzen der Tiere verzichtet. Jede Ratte wurde zur exakten
Dosierung von Narkotika und zur Bestimmung der Relation von Organ- zu Korpermasse

gewogen.
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3.3.2.3 Narkose

Die gefiitterten Donor-Ratten wurden anidsthesiert mit dem Narcoticum Thiobutabarbital
(,,Inactin“ 5 %-ige Losung, SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen) 100 mg/kg i.p.
und mit dem Anéstheticum Ketamin (,,Ketamin 5 %, Bela-Pharm GmbH & Co. KG, Vechta)
60 mg/kg i.p. stabilisiert. Nach Eintritt des chirurgischen Toleranzstadiums (I11/2) wurden die
Tiere auf den schwenkbaren ,,OP-Table* (Type 862, Size 5, Hugo-Sachs-Elektronik, March-
Hugstetten) umgelagert, an den Carpal- und Tarsal-Gelenken mit Krokodilklemmen fixiert

und in eine sagittale Schriaglage (etwa 45 ©) mit dem Kopf nach oben verbracht.

3.3.2.4 chirurgische Préparation

Die rasierte Haut wurde median erdffnet und durch Spreizen der Branchen einer stumpfen
Schere subkutan breitflachig zu den Flanken hin freipripariert. In die an der Innenfldche des
linken Oberschenkels dabei zu Tage tretende Vena femoralis wurden 50 I.U. Heparin
(100 I.U./mL isotonischer NaCl-Ldsung) injiziert.

Das Abdomen wurde in der Linea alba erdffnet und nach caudal bis zur Beckensymphyse und
nach cranial bis zum Schaufelknorpel (Cartilago xiphoidea) aufgeschnitten, ohne das
Zwerchfell zu beschddigen. Transversale Entlastungsschnitte wurden subkostal zu beiden
Seiten durchgefiihrt.

Eine doppelte Ligatur mit chirurgischer Seide (metric 3 = USP 2/0, Polysuture AG,
Luxemburg) wurde lose an der Leberpforte um die Pfortader gelegt. Die distale Ligatur
(caudal der V. gastroduodenalis) wurde nun mit einem chirurgischen Knoten fixiert. Nachdem
die 16-Gauge-Kaniile auf Hohe der V. gastroduodenalis in die Pfortader eingefiihrt worden
war, wurde die proximale Ligatur (cranial der V. gastroduodenalis) durch einen chirurgischen

Knoten fixiert, wie die Abbildung 2 zeigt.
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Abb. 2: 16-Gauge-Kaniile auf Hohe der V. gastroduodenalis in der Pfortader ligiert

— Préparationsstatus der Ratten-Leber unmittelbar vor Beginn der Perfusion

Die Leberperfusion wurde in situ mit prdoxygenierter, korperwarmer und BSA-freier
Pufferlosung aus einem hydrostatischen Reservoir eingeleitet und das Organ dadurch
weitestgehend entblutet. Unmittelbar darauf wurde die abdominale Aorta durchtrennt und der
Thorax durch Einschnitt in das Zwerchfell eroffnet. Zu diesem Zeitpunkt starb die Ratte.

Zur Exenteration der Leber wurde das Zwerchfell entlang der Zwerchfellpfeiler von rechts
nach links durchtrennt und darauthin die intrathorakale hintere Hohlvene und der Osophagus
durchschnitten. Die linken Leberlappen (Lobi hepatis sinistri medialis et lateralis) wurden
vorsichtig aus ihren ligamentdsen Bindungen (Ligg. gastricum, duodenale et lienale), die das
kleine Netz (Omentum minus) bilden, mit Hilfe einer feinen Schere herausgelost.

AbschlieBend wurde die intraabdominale hintere Hohlvene distal der Ligatur durchtrennt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der IPRL im rezirkulierenden Modell

Die Leber wurde zu einer Perspex-Plattform transferiert und an den Dreiwegehahn
angeschlossen. Dabei war unbedingt auf die Abwesenheit von Luftblasen zu achten, die als
Emboli Teile des intrahepatischen Gefaf3systems von der Perfusion abtrennen wiirden.

Das Arrangement der Lobi hepatis wurde kontrolliert und das verbliebene Zwerchfell unter
der Leber ausgebreitet, um eine Obstruktion des Flusses aus den Vv. hepaticae zu vermeiden.
Die Oberfldche der Leber wurde mit korperwarmer isotonischer NaCl-Losung gespiilt. Die

Kammer wurde geschlossen und die Zirkulation (wie sie die Abbildung 3 zeigt) in Gang

gesetzt.

Die Préparation vom Setzen der Portalkaniile bis zum Anschluss an die Zirkulation sollte

maximal vier Minuten dauern. Danach sind erste hypoxdmische Organschdden feststellbar

[Meijer et al. 1981, Remie 2000].
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3.3.2.5 Kautelen

Nach der Bestimmung der Flussrate zum Perfusionsende und der Perfusatprobennahme zur
Messung der Leberenzyme wurde die GeféaBintegritit der Leber gepriift, indem 0,2 %-ige
Methylenblau-Losung via Portalvene in das Organ injiziert wurde. Nur wenn sich eine
gleichmifBige Blaufdarbung von wenigstens drei Vierteln der Leber abzeichnete und der blaue
Perfusatfluss ausschlieBlich iiber die Vv. hepaticae abfloss, wurde das betreffende Organ in
der Statistik berticksichtigt.

Um das Risiko einer mikrobiellen Kontamination der Leber zu minimieren, wurde die
gesamte [PRL-Apparatur zwischen den einzelnen Perfusionsversuchen mit einer 5 %-igen
Mucasol®-Losung (Merz Consumer Care GmbH, Frankfurt am Main) beschickt und erst vor
Beginn eines neuen Experiments mit mehreren Litern destillierten Wassers durchspiilt, bevor
erneut natives Perfusionsmedium eingesetzt wurde. Aus demselben Grund wurden die
Perspex-Plattform, die Portalkaniile, sowie das Préiparationsinstrumentarium nach jedem
Gebrauch desinfiziert. Diese Kautelen waren notwendig, da auch innerhalb von kurzen
Perfusionszeiten ein mikrobielles Wachstum den intrahepatischen Fluss obstruieren kann

[Meijer et al 1981].
3.3.2.6 Lebermasse
Nach Priifung der GefaBintegritit wurde das nichthepatische Gewebe entfernt und die Leber
gewogen. Der Fehler durch das zusitzliche Gewicht der gespeicherten Fliissigkeit wurde

bewusst in Kauf genommen, da er zur reinen Organmasse noch den Faktor des intravasalen

Organvolumens beitrug.
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3.3.2.7 portale Flussrate

Wihrend der in-situ-Perfusionsversuche wird die portale Flussrate im Perfusionsmodell nur
durch den Druck der 20 cm hohen Wassersdule iiber der Leberpforte und durch die
Durchmesser der perfundierten Lebergefafle determiniert.

Zur Bestimmung dieser Flussrate wurde ein Subtraktionsverfahren angewandt: Unmittelbar
nach Ende der Perfusion (t;s = 79 min = t.,q) wurde der Dreiwegehahn vor der 16-Gauge-
Kaniile geschlossen, die Peristaltik-Pumpe angehalten und der Uberlaufschlauch von seiner
Miindung in das ummantelte Reservoir abgezogen und in einen 50 mL Messzylinder
umgelenkt. Dann wurde zeitgleich der Dreiwegehahn gedffnet und die Peristaltik-Pumpe
wieder in Gang gesetzt, um fiir exakt 60 Sekunden das Perfusatvolumen aus dem Uberlauf
aufzufangen. Die Differenz zwischen der Pumpleistung der Peristaltik-Pumpe (in mL/min)
und dem in 60 Sekunden aufgefangenen Uberlaufvolumen wurde als die Flussrate des

Perfusats durch die Leber angenommen.

3.3.2.8 IPRL im rezirkulierenden Modell

Addition von Substrat und Hemmstoff

Nach Ablauf der 20-miniitigen Aquilibrierungsphase, in der sich die intrahepatische Flussrate
stabilisieren sollte, wurde zum Zeitpunkt ty = 20 min an dem der Kaniile unmittelbar
vorgeschalteten Dreiwegehahn 2 mL einer Substrat-Losung der Konzentration 5 nmol/L als
Bolus in das rezirkulierende System appliziert. Diese 2 mL enthielten folglich 10 pmol
Substrat. Die resultierende Konzentration im Gesamtvolumen des Perfusats von 82 mL betrug
somit 120 pmol/L Substrat.

Zum Zeitpunkt t;p = 50 min wurden iliber denselben Zugang 2,5 mL als Bolus in den
Perfusionskreislauf eingespritzt, ndmlich ein Gemisch aus 2 mL der vorgenannten
5 nanomolaren Substrat-Losung und 0,5 mL einer Hemmstoff-Losung der Konzentration
212 pmol/L. Der halbe Milliliter Inhibitorlosung enthielt folglich 106 nmol Hemmstoff. Die
resultierende Konzentration im Gesamtvolumen des Perfusats von 84 mL betrug somit
1,3 pmol/L Hemmstoff. Die geringgradig niedrigere Substrat-Konzentration im zweiten Teil

des Versuchs durch das grofere Perfusatvolumen wurde vernachléssigt.
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Perfusatproben

An dem dem ummantelten Reservoir unmittelbar nachgeschalteten Dreiwegehahn wurden zu
folgenden Zeitpunkten Perfusatproben eines Einzelvolumens von 120 pL in 0,5 mL-fassende
»Micro-Test-Tubes* (von Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) zur Bestimmung der

Substrat-Konzentration entnommen und bis zur Messung (bei -20 °Celsius) tiefgefroren:

1. zum Zeitpunkt t; =22 min (0,367 h),

2. zum Zeitpunkt t; =25 min (0,417 h),

3. zum Zeitpunkt t3 =30 min (0,50 h),

4. zum Zeitpunkt t4 =40 min (0,667 h),

5. zum Zeitpunkt ts =49 min (0,817 h),

6. zum Zeitpunkt t;; =52 min (0,867 h),

7. zum Zeitpunkt t, =55 min (0,917 h),

8. zum Zeitpunkt t;3 =60 min (1,0 h),

9. zum Zeitpunkt t4 =70 min (1,167 h) und
10. zum Zeitpunkt t;s =79 min (1,317 h) = tepq.

An demselben Dreiwegehahn wurden zu folgenden Zeitpunkten zusétzlich die Perfusatproben
eines Einzelvolumens von 50 pL in 0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-Tubes* (von Eppendorf-
Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) zur Inhibitorspiegel-Kontrolle entnommen und bis zur

Messung (bei -20 °Celsius) tiefgefroren:

1. zum Zeitpunkt t;, =52 min (0,867 h),

2. zum Zeitpunkt t;, =55 min (0,917 h),

3. zum Zeitpunkt t3 =60 min (1,0 h),

4. zum Zeitpunkt ti4 =70 min (1,167 h) und
5. zum Zeitpunkt t;s =79 min (1,317 h) = tepq.

72



3.3.2.9 IPRL im Single-Pass-Modell

Addition von Substrat und Hemmstoff

Nach Ablauf der 20-miniitigen (rezirkulierenden) Aquilibrierungsphase, in der sich die
intrahepatische Flussrate stabilisieren sollte, wurde zum Zeitpunkt to = 20 min die Zirkulation
durch die Peristaltik-Pumpe fiir wenige Sekunden unterbrochen und der Schlauch, der die
Zuleitung des Perfusats zum ummantelten Kolben-Oxygenator bildete, in ein (mittels
Wasserbecken auf +39 °Celsius erwérmtes) Perfusat-Reservoir mit einem Gesamtvolumen
von 3.727,6 mL (zwei Gefdlle zu je 1.863,8 mL) umgeleitet. In das Perfusat-Reservoir von
1.860 mL waren zuvor 7,6 mL (pro GefdB3 je 3,8 mL) einer 50 nanomolaren Substrat-Losung
appliziert worden, so dass durch die sofort anschlieBend wieder in Gang gesetzte Peristaltik-
Pumpe nun Perfusat mit einer Endkonzentration an Substrat von 100 pmol/L durch die Leber
gepumpt wurde.

Zum Zeitpunkt t4 = 35,5 min wurde der Zuleitungsschlauch in ein gleichfalls auf Korper-
temperatur erwiarmtes Perfusat-Reservoir mit einem Gesamtvolumen von 677 mL umgeleitet.
In dieses zweite Perfusat-Reservoir von 660 mL waren zuvor 1,4 mL der 50 nanomolaren
Substrat-Losung sowie 15,6 mL einer 2,12 mikromolaren Hemmstoff-Losung appliziert
worden, so dass nun Perfusat der Endkonzentrationen an Substrat von 100 pmol/L sowie an
Hemmstoff von rund 50 pmol/L durch die Leber gepumpt wurde. Die geringgradig unter
50 umol/L (48,9 umol/L) liegende Hemmstoff-Konzentration wurde in Anbetracht der sehr
grof3ziigig gewihlten Dimension vernachlassigt.

Zum Zeitpunkt ty = 45,5 min wurde der Zuleitungsschlauch wieder zuriick in das nur Substrat

enthaltende Perfusat-Reservoir umgeleitet.

Perfusatproben

Der dem ummantelten Reservoir unmittelbar nachgeschalteten Dreiwegehahn wurde
demontiert und aus dem durch dieses Leck im ummantelten Reservoir flieBenden Perfusat-
Strom wurden zu folgenden Zeitpunkten Perfusatproben eines Einzelvolumens von 120 pL in
0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-Tubes* (von Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) zur

Substratspiegel-Bestimmung entnommen und bis zur Messung (bei -20 °Celsius) tiefgefroren:
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(GLP-1 (7-37)-Extraktionsphase)

1. zum Zeitpunkt t, =30 min (0,50 h),
2. zum Zeitpunkt t, =32 min (0,533 h),
3. zum Zeitpunkt t; =35 min (0,583 h),

Nach dem Wechsel des Perfusionsmediums zum Zeitpunkt t4 = 35,5 min:

(BI-B-Einwaschphase)

4. zum Zeitpunkt t; =40 min (0,667 h),
5. zum Zeitpunkt tg =45 min (0,750 h),

Nach der Riickkehr zum urspriinglichen Perfusionsmediums zum Zeitpunkt ty = 45,5 min:

(BI-B-Auswaschphase)

6. zum Zeitpunkt t;, =50 min (0,833 h),
7. zum Zeitpunkt t;3 =55 min (0,917 h),
8. zum Zeitpunkt t;s = 65 min (1,083 h),
9. zum Zeitpunkt t;g =80 min (1,333 h) und
10. zum Zeitpunkt ty =90 min (1,50 h) = teng.

An demselben Dreiwegehahn wurden zu folgenden Zeitpunkten zusétzlich die Perfusatproben
eines Einzelvolumens von 50 pL in 0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-Tubes* (von Eppendorf-
Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) zur Inhibitorspiegel-Kontrolle entnommen und bis zur

Messung (bei -20 °Celsius) tiefgefroren:

Nach dem Wechsel des Perfusionsmediums zum Zeitpunkt t4 = 35,5 min:

(BI-B-Einwaschphase)

1. zum Zeitpunkt ts =36 min (0,60 h),

2. zum Zeitpunkt ts =37 min (0,617 h),
3. zum Zeitpunkt t; =40 min (0,667 h),
4. zum Zeitpunkt tg =45 min (0,750 h),

74



Nach der Riickkehr zum urspriinglichen Perfusionsmediums zum Zeitpunkt ty = 45,5 min:

(BI-B-Auswaschphase)

5. zum Zeitpunkt t; =46 min (0,767 h),

6. zum Zeitpunkt t; =47 min (0,783 h),

7. zum Zeitpunkt t;, =50 min (0,833 h),

8. zum Zeitpunkt t;3 =55 min (0,917 h),

9. zum Zeitpunkt t;4 =60 min (1,0 h),

10. zum Zeitpunkt t;s =65 min (1,083 h),

11. zum Zeitpunkt t;6 =70 min (1,167 h),

12. zum Zeitpunkt t;7 =75 min (1,250 h),

13. zum Zeitpunkt t;g =80 min (1,333 h),

14. zum Zeitpunkt t9 =85 min (1,417 h) und
15. zum Zeitpunkt ty =90 min (1,50 h) = teng.

3.3.3 in-vitro-Stabilitatsversuche

3.3.3.1 Substrat-Abbau in Vollblut

Substrat-Abbau in Vollblut bei Raumtemperatur (+20 °Celsius)

Durch Blutentnahme von 1,0 mL pro Tier wurde von drei niichternen Ratten frisches Vollblut
gewonnen und in einer 4,5 mL-fassenden, EDTA-haltigen ,Kabevette* (von KABE
Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth) zum Ausgleich der Basislinie gepoolt. Nach
Abkiihlung auf Raumtemperatur wurden aus diesem Vollblutpool Volumina von jeweils
200 pL auf 10 EDTA-haltige ,,Probenrdhrchen fiir himatologische Untersuchungen* (von
KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth) aufgeteilt.

Jeweils zwei Probenrohrchen wurden nun zu einem Doppelansatz zusammengefasst und zum
Zeitpunkt to = 0 sec (0 min) mit 50 pL einer 455 picomolaren Substrat-Losung versehen, so
dass in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt der Zugabe von 10 puL des ,,DPP-IV-Inhibitors* von
LINCO-Research insgesamt 5 Applikationsmodi zu Stande kamen (die Endkonzentration an
Substrat in den 260 pL. Gesamtvolumen betrug — unter Vernachldssigung der Basislinie —

87 pmol/L):
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1.) Modus 1: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t, =0 sec (0 min),

2.) Modus 2: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t; =10 sec (0,167 min),

3.) Modus 3: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t, =30 sec (0,50 min),

4.) Modus 4: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t; =60 sec (1,0 min) und
5.) Modus 5: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t4 =120 sec (2,0 min) = tepg.

Die Blutproben von 260 pL. wurden unmittelbar im Anschluss an die Hemmstoff-Zugabe in
einer Kiihlzentrifuge (8 Minuten, 1.200 g, +4 °Celsius) verarbeitet und in Volumina von 100
pL des gewonnenen Plasmas (fiir den Substrat-ELISA) in 0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-
Tubes* (von Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) tibergefiihrt und (bei -20 °Celsius)

tiefgefroren.

Substrat-Abbau in Vollblut bei Kérpertemperatur (+39 °Celsius)

Durch Blutentnahme von 1,5 mL pro Tier wurde von vier verschiedenen Ratten frisches
Vollblut gewonnen und getrennt in Einzelvolumina von 200 pL in jeweils sieben
verschiedene 1 mL-fassenden, EDTA-haltigen ,,Probenréhrchen fiir hdmatologische Unter-
suchungen® (von KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth) pro Tier aufgeteilt und
im Schiittel-Wasserbad gleichmédfig bewegt und bei +39 °Celsius temperiert.

In das jeweils erste Rohrchen pro Tier wurde zur Bestimmung der Basislinie (der Plasma-
Konzentration an endogenem GLP-1 und unspezifischen Faktoren) zum Zeitpunkt t, = 0 sec
(0 min) 10 uL des ,,DPP-IV-Inhibitors* von LINCO-Research sowie 50 uL isotonische NaCl-
Losung als Blank pipettiert. Die iibrigen R6hrchen pro Tier wurden zum Zeitpunkt to = 0 sec
(0 min) mit 50 pL einer 555 picomolaren Substrat-Losung versehen, so dass in Abhéngigkeit
vom Zeitpunkt der Zugabe von 10 pL des ,,DPP-IV-Inhibitors von LINCO-Research
zusitzlich zu den Blanks insgesamt 6 Applikationsmodi zu Stande kamen (die
Endkonzentration an Substrat in den 260 pL Gesamtvolumen der Modi 1-6 betrug — abziiglich
der Basislinie — 107 pmol/L):
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1.) Modus 1: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t; =10 sec (0,167 min),

2.) Modus 2: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t, =30 sec (0,50 min),

3.) Modus 3: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t; =60 sec (1,0 min),

4.) Modus 4: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t4 =120 sec (2,0 min),

5.) Modus 5: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt ts =300 sec (5,0 min) und
6.) Modus 6: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt te =600 sec (10,0 min) = tepq.

Die Blutproben von 260 pL. wurden unmittelbar im Anschluss an die Hemmstoff-Zugabe in
einer Kiihlzentrifuge (8 Minuten, 1.200 g, +4 °Celsius) verarbeitet und in Volumina von
100 uL des gewonnenen Plasmas (fiir den Substrat-ELISA) in 0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-
Tubes* (von Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) tibergefiihrt und (bei -20 °Celsius)

tiefgefroren.

3.3.3.2 Substrat-Abbau in Perfusat

Nach 20 miniitiger Perfusion im Rahmen der Aquilibrierungsphase, in der sich die
intrahepatische Flussrate stabilisieren sollte, wurden aus dem Perfusat von zwei
verschiedenen isoliert perfundierten Ratten-Lebern im rezirkulierenden Modell jeweils
Volumina von 300 pL entnommen und in drei Einzelvolumina von jeweils 100 pL auf
0,5 mL-fassende ,,Micro-Test-Tubes* (von Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg) auf-
geteilt und im Schiittel-Wasserbad gleichmifBig bewegt und bei +39 °Celsius temperiert.

Jeweils zwei Probenréhrchen wurden nun zu einem Doppelansatz zusammengefasst und zum
Zeitpunkt typ = 0 sec (0 min) mit 30 pL einer 455 picomolaren Substrat-Losung versehen, so
dass in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt der Zugabe von 10 pL des ,,DPP-IV-Inhibitors* von
LINCO-Research insgesamt 3 Applikationsmodi zu Stande kamen (die Endkonzentration an

Substrat in den 140 pL. Gesamtvolumen der Modi 1-3 betrug 97 pmol/L):

1.) Modus 1: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t, = 0 sec (0 min),
2.) Modus 2: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t, =300 sec (5,0 min) und
3.) Modus 3: DPP-IV-Inhibitor-Zugabe zum Zeitpunkt t3 =600 sec (10,0 min) = tepg.
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3.3.4 Prinzip des GLP-1-ELISA

Das Spektrum der Messbarkeit des kommerziellen Test-Kits reicht von 2 bis 100 pmol/L. Um
sich eine Vorstellung vom Verdiinnungsgrad dieses Konzentrationsbereichs zu machen, wird
folgender Vergleich angestellt: Etwa 8 pmol/L entspricht der Konzentration von Saccharose
(Molekulargewicht 342,3 g/mol) im Wesslinger See — mit einem Volumen von 1.047.000 m’
der kleinste der flinf Binnengewisser im oberbayerischen Fiinfseenland — nachdem man ein
Stiick Wiirfelzucker (2,8 g) hineingeworfen hat.

In der ersten Reaktion werden die GLP-1-haltigen Plasmaproben, die mit DPP-IV-Inhibitor
stabilisiert sind, in die Wells der Mikrotiterplatte gegeben, deren Wéande mit monoklonalen
Anti-GLP-1-Antikorpern beschichtet sind. GLP-1 (7-36 amide) und GLP-1 (7-37) aus der
Plasmaprobe werden von den wandstidndigen Antikorpern spezifisch N-terminal gebunden.

Je 100 puL Probenvolumen werden mit 100 uLL Test-Puffer gemischt, welcher sich zusammen-
setzt aus 50 millimolarer PBS (pH 6,8), Protease-Inhibitor von Linco-Research, Tween 20
(Poly[oxyethylen][20]-sorbitan-monolaureat), 0,08 % Natriumazid (NaN3) und 1 % BSA.
Nachdem die ungebundene Plasmaprobe mit Wasch-Puffer (10 millimolarer PBS, Tween 20
und Natriumazid) ausgespiilt worden war, wurden in der zweiten Reaktion polyklonale Anti-
GLP-1-Antikorper zugegeben, die an ihrem kristallisierbaren Fragment (Fc) mit alkalischer
Phosphatase konjugiert waren und sich an die immobilisierten GLP-1-Molekiile banden.
Nachdem das ungebundene Konjugat wiederum ausgespiilt worden war, wurde nun das
Substrat Methyl-Umbelliferyl-Phosphat (MUP) zugegeben, das in der nun einsetzenden
Enzymreaktion von der konjugierten alkalischen Phosphatase zu fluoreszierendem Umbelli-
feron umgesetzt wurde.

Zur Messung der zum Gehalt der Plasmaprobe an physiologisch aktivem GLP-1 direkt
proportionalen Konzentration an entstandenem Umbelliferon wurde die Fluoreszenz-Aktivitét
im Fluoreszenz-Photometer bei der Exzitationswellenlinge A = 355 und der Emissions-
wellenldnge A = 460 an Hand von Standards (2 pmol/L, 5 pmol/L, 10 pmol/L, 20 pmol/l,
50 pmol/L und 100 pmol/L) quantifiziert. Die Inkubation wurde durch die Stopp-Losung
beendet, wenn der 100 picomolare Standard ungefdhr 50.000 RFU (bezogen auf einen
internen Standard) Fluoreszenz zeigte.

Eine Interferenz des parallel infundierten beziehungsweise parallel perfundierten DPP-IV-
Hemmstoffes BI-B konnte durch separate in-vitro-Interaktionstests ausgeschlossen werden

(nicht gezeigt).
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3.3.5 Prinzip der Glukose-Messung

Glukose-Dehydrogenase (Glu-DH) katalysiert die Oxidation von Glukose zu Glukonolakton
nach folgender Gleichung:

B-D-Glukose + NAD" — D-Glukonolakton + NADH + H"

Der Zusatz von Mutarotase beschleunigt den Reaktionsverlauf. Die zum Glukose-Gehalt der
Plasmaprobe direkt proportionale Extinktion durch NADH wird im Licht-Photometer bei der
Wellenldnge A = 334 nm (Absorptionsmaximum von NADH) an Hand von Standards

quantifiziert.

3.3.6 Messung der BI-B-Proben

Die Messung der im Rahmen der vorgenommenen in-vivo-Infusionsversuche und in-situ-
Perfusionsversuche gewonnenen BI-B-Proben wurde von der Gruppe Bioanalytics der
Abteilung Drug Metabolism and Pharmacokinetics der Firma Boehringer Ingelheim Pharma
GmbH & Co. KG in Biberach/Riss durchgefiihrt.

Der Gehalt der Plasma- beziehungsweise Perfusat-Proben an dem DPP-IV-Hemmstoff BI-3
wurde mittels HPLC gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) standardmiBig
quantitativ gemessen. Die analytische Bestimmungsgrenze (Limit of Quantitation = LOQ) lag

bei 1 nmol/L.

3.3.7 biometrische Methode

Die biometrische Auswertung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten
wurde von Herrn Dr. Michael Meyners aus der Gruppe Clinical Biostatistics der Abteilung
Medical Data Services der Firma Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG in
Biberach/Riss durchgefiihrt.

Der Begriff des statistisch signifikanten Unterschieds, der die Irrtumswahrscheinlichkeit p
(englisch ,,probability*“) quantitativ festlegt, mit welcher ein Unterschied zwischen zwei
Resultaten rein zufillig auftritt, wurde in der vorliegenden Arbeit angewandt, wenn p < 0,05

war. Das heilit, es wurde in Kauf genommen, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 % ein
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angenommener Unterschied zufillig entstanden sein konnte, obwohl in Wahrheit kein

Unterschied bestand (so genannter a-Fehler im Falle der Alternativhypothese).

statistische Auswertung der in-vivo-Infusionsversuche

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Softwarepakete SAS Version 8.2 und S-Plus
6.1 durchgefiihrt. Zielparameter waren der resultierende GLP-1-Plasmaspiegel (mit Korrektur
der Basislinie) und die aus diesem berechnete totale Clearance. Zur Deskription der Daten
wurden zundchst getrennt nach BI-B-Dosierung und Infusionsrate an exogenem GLP-1 die
Anzahl der auswertbaren Beobachtungen (N) sowie deren Mittelwert (Mean) und Standard-
abweichung (SD) bestimmt. Auf der Grundlage von Varianzanalysen (ANOVA) fiir mehr als
zwel unverbundene Stichproben einerseits in Bezug auf die resultierenden GLP-1-Plasma-
spiegel und andererseits in Bezug auf die Clearance-Werte wurden die Werte getrennt nach
BI-B-Dosierungen und Infusionsraten an exogenem GLP-1 paarweise miteinander verglichen
und die entsprechenden p-Werte bestimmt. Bei den Vergleichen ohne Berticksichtigung der
Kontrolle (Vergleiche der Steigerungsfaktoren untereinander) war es notwendig, das multiple
Niveau zu berticksichtigen und entsprechend zu adjustieren. Hierzu wurde die Korrektur nach

Bonferroni-Holm verwendet.

statistische Auswertung der in-situ-Perfusionsversuche

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Softwarepakets SAS Version 8.2
durchgefiihrt. Die drei Zielparameter Halbwertszeit, hepatische Clearance und hepatischer
Extraktionsquotient der beiden Isoformen wurden unabhingig voneinander betrachtet. Zur
Deskription der Daten wurden zunéchst getrennt nach der Isoform die Anzahl der
auswertbaren Beobachtungen (N) sowie deren Mittelwert (Mean) und Standardabweichung
(SD) bestimmt. Es wurde angenommen, dass die Beobachtungen aus normalverteilten
Grundgesamtheiten stammen. Mit Hilfe eines F-Tests wurde untersucht, ob es deutliche
Hinweise auf Ungleichheit der Varianzen in den beiden Gruppen (Amid-Isoform und Glycin-
Isoform) gibt. War dies nicht der Fall, so wurde fiir den Vergleich der jeweiligen Mittelwerte
der t-Test fiir zwei unverbundene (homoskedastische) Stichproben angewandt und der
entsprechende p-Wert bestimmt, andernfalls lag das so genannte Behrens-Fisher-Problem
(heteroskedastische Stichproben) vor. In diesem Fall wurde als Approximation die Korrektur

nach Satterthwaite verwendet.
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4 Experimente und Ergebnisse

4.1 in-vivo-Infusionsversuche (Glycin-Isoform im Steady-State

ohne und mit DPP-IV Inhibition)

4.1.1 Glycin-Isoform im Steady-State ohne BI-3

4.1.1.1 Wabhl des Applikationsschemas

Die aus der Literatur bekannte, extrem kurze Halbwertszeit von GLP-1 in vivo von 1 bis
2 Minuten lief im Stadium der Versuchsplanung frith den Gedanken aufkommen, durch
Dauerinfusion des 3,3 kDa schweren Peptidhormons ein FlieBgleichgewicht (Steady-State)
zwischen exogener Zufuhr und endogenem Abbau auf den verschiedenen Wegen der korper-
eigenen Clearance herzustellen, wie es in der Abbildung 4 skizziert ist. Da die Abhingigkeit
der Clearance von der Substrat-Konzentration nicht-linearer Natur ist, war zum einen die
Clearance als zentraler Kinetik-Parameter nur im FlieBgleichgewicht zu bestimmen und
waren zum anderen Steady-State-Infusionen in verschieden hohen Raten notwendig.

Der Erwartung nach sollten sich die FlieBgleichgewichte der jeweiligen Substrat-
Infusionsraten unter paralleler Infusion des DPP-IV-Inhibitors BI-f3 auf entsprechend hohere
Niveaus verschieben. Zusétzlich sollte nach Absetzen der Infusion die Geschwindigkeit des
Abfalls vom Steady-State-Niveau auf die Basislinie und die Geschwindigkeitsdnderung dieses
Abfalls unter Hemmstoffeinfluss bestimmt werden.

Um sinnvolle Plasmaspiegel von DPP-IV-Hemmstoff einerseits und von GLP-1 andererseits
zu erreichen, mussten zuerst geeignete Infusionsraten fiir die Hemmstoff-Losung und fiir die

GLP-1-Losung gefunden werden.
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Abb. 4: Applikationsschema von GLP-1 mit resultierenden GLP-1-Plasmaspiegeln

(blau = Infusionsdosis, = Plasmaspiegel, Pfeile = Zeitpunkte der Blutprobenentnahme)

4.1.1.2 computergestiitzte Dosis-Findung fiir BI-3

Zu Beginn war aus pharmakodynamischen Vorarbeiten bekannt, dass eine perorale Dosis des
DPP-IV Hemmstoffes BI-B von 3,0 mg/kg bei Ratten eine erste deutliche Wirkung in
Hinsicht auf einen Anstieg der GLP-1-Inkretion zur Folge hat [personliche Mitteilung von Dr.
Mohammad Tadayyon, Abteilung Stoffwechselforschung der Boehringer Ingelheim Pharma
GmbH & Co. KG].

Zudem war bekannt, dass eine perorale Dosis von 10 mg/kg bei Ratten im Peak (nach zwei
Stunden) eine Plasma-Konzentration von 1,0 umol/L erzeugt [unverdffentlichte Daten der
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG].

Aus der bekannten Dosislinearitit von BI-f bei der Ratte [unverdffentlichte Daten der
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG] konnte nun auf eine Plasma-Konzentration
im Peak von etwa 0,3 umol/L in Folge der wirksamen Dosis von 3,0 mg/kg geschlossen
werden.

Durch kompartimentelle Auswertung mit Hilfe der Pharmakokinetik-Software TOPFIT,

Version 2.0, wurde das geeignete Pharmakokinetik-Modell an Hand der Plasmaspiegel von
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BI-B nach intravendser Bolus-Applikation bei der Ratte [unverdffentlichte Daten der
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG] ermittelt.

Dabei wurde im ersten Schritt die mathematische Formel zur Optimierung des Kurvenverlaufs
erstellt und im zweiten Schritt das Infusionsschema an Hand der erstellten mathematischen
Funktion simuliert. In der iterativen Anpassung der Messdaten an ein Pharmakokinetik-
Modell erwies sich das 2-Kompartiment-Modell als ausreichend genau. Iteration ist ein
mathematisches Verfahren zur Verbesserung von Niherungslosungen durch stindiges
Wiederholen desselben Rechenablaufs unter Optimierung der Koeffizienten. Iterationen
werden angewandt bei Datenreihen, deren Kurvenverlauf sich mit einer mathematischen
Gleichung nicht eindeutig beschreiben lisst.

Um nun herauszufinden, wie diese ZielgroBe der BI-B-Konzentration im Plasma von
0,3 umol/L erreicht werden konnte, wurden in dem genannten 2-Kompartiment-Modell
diverse Applikationsmodi mittels TOPFIT-Programm simuliert. Die Kombination von einem
initialen Bolus von 0,3 pmol/kg und einer Dauerinfusion von 0,6 (umol/kg)/h ergab eine iiber
mehrere Stunden stabile Plasma-Konzentration zwischen 0,2 und 0,4 pmol/L und damit die
optimale Anpassung an die ZielgrdBe.

Das Dreifache der Dauerinfusion, also (gerundet) 2,0 (umol/kg)/h, wurde als mittlere
Dosierung und das Zehnfache, also 6,0 (umol/kg)/h, als hohe Dosierung eingesetzt, jeweils

nach dem entsprechenden initialen Bolus von 1,0 pumol/kg beziehungsweise 3,0 pmol/kg.
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4.1.1.3 empirische Dosis-Findung fiir GLP-1 (Vorversuch)

Die Infusionsrate an exogenem GLP-1 wurde in einem eigenen Vorversuch ohne parallele
Hemmstoffinfusion im Sinne einer Dosis-Findung bestimmt. Die Zielvorgabe bestand darin,
dass die resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel mdglichst im unteren Drittel des
Standardspektrums des ELISA-Kits von 2 bis 100 pmol/L angesiedelt sein sollten, um
Spielraum nach oben fiir die zu erwartenden Steigerungen unter Hemmstoffeinfluss zu haben.
Die im Vorversuch (Dosis-Findung) bei den verwendeten fiinf Tieren mit Infusionsraten von
8, 80 und 800 [(pmol/kg)/h] (ohne parallele Hemmstoft-Infusion) erzielten Plasmaspiegel von
GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 5. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte
(= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 5: Vorversuch (Dosis-Findung) mit Originaldaten
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Basislinien-Korrektur

Die durchgehend hohen GLP-1-Plasmaspiegel bei einer einzelnen Ratte gaben einen ersten
Hinweis auf eine unspezifische Reaktion des Assays mit individuellen Plasmabestandteilen,
die sehr wahrscheinlich nicht GLP-1 waren, da eine Subtraktion der individuellen Basislinie
(= arithmetisches Mittel der Messwerte der beiden Proben des ,,endogenen Plasmaspiegels*
vor Beginn der GLP-1-Infusion) durchgehend ein konsistentes Bild des Infusionsverlaufs im
interindividuellen Vergleich ergab, wie ein Vergleich der Abbildungen 5 und 6
veranschaulicht. An dieser Basislinienkorrektur wurde daher bei allen weiteren Assays
festgehalten. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standard-
abweichungen (= SD).
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Abb. 6: Vorversuch (Dosis-Findung) mit Korrektur der Basislinie
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Wahl der Infusionsraten

Aus dem Verhiltnis zwischen Infusionsrate und resultierendem Plasmaspiegel konnten die
notwendigen Infusionsraten flir erwiinschte Plasmaspiegel abgeschitzt werden (Abbildung 7).
So wurden Infusionsraten an GLP-1 in der geometrischen Steigerung von 12, 40 und
120 (pmol/kg)/h gewihlt, da von diesen resultierende Plasmaspiegel deutlich unter 50 pmol/L
zu erwarten waren. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die

Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 7: Verhiltnis von Infusionsrate und resultierendem Plasmaspiegel

(Vorversuch)
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Spédter wurde dieses Schema um niedrigere BI--Dosen und hohere Infusionsraten an
exogenem GLP-1 (7-37) erweitert. Einen Uberblick iiber die letztlich angewandten Infusions-
kombinationen gibt die nachfolgende Tabelle:

GLP-1 (7-37) BI-B
[(pmol/kg)/h] [(umol/kg)/h]
niedrigste sub-niedrige niedrige mittlere hohe
Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
0 0 0,01 0.1 0.6 2.0 6.0
12 0 0,01 0,1 0,6 2.0 6.0
40 0 0,01 0,1 0.6 2.0 6.0
120 0 0,01 0,1 0.6 2.0 6.0
300 0 2.0
1.500 0 2.0
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4.1.1.4 GLP-1-(7-37)-Infusion ohne DPP-IV-Hemmung

Fiir diesen Versuch wurden sechs Tiere verwendet, um eine relativ groBe Gruppe von
Kontrolltieren zu haben. Die aus der applizierten Dosis resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel
der Infusionsraten mit 12, 40 und 120 (pmol/kg)/h zeigt die Abbildung 8. Das Ergebnis
entsprach damit weitgehend den urspriinglichen Erwartungen, wie sie in der Abbildung 4
skizziert sind. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die

Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 8: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel ohne DPP-IV-Hemmung
(mit Originaldaten)
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Wieder erwies sich die Korrektur der Basislinie, also die Subtraktion des arithmetischen
Mittels der Messwerte der beiden Proben vor Beginn der GLP-1-Infusion, als durchgehend
konsistenter im Hinblick auf den interindividuellen Vergleich der GLP-1-Plasmaspiegel, wie
der Vergleich mit der Abbildung 9 veranschaulicht. Angegeben werden die arithmetischen

Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 9: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel ohne DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)

Im Weiteren wird daher auf die graphische Darstellung der Originaldaten verzichtet und nur

mehr die Daten nach Subtraktion der individuellen Basislinie gezeigt.
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GLP-1-(7-37)-Kinetik ohne DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion ohne parallele DPP-IV-
Hemmung betrug im arithmetischen Mittel 0,50 = 0,10 Minuten. Die mittlere Verweildauer
(MRT) von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion ohne parallele DPP-IV-Hemmung
betrug durchschnittlich 0,73 £ 0,15 Minuten. Die mittlere Verweildauer ist die Zeit, die die
intakten Molekiile eines Wirkstoffes (die so genannte Muttersubstanz) im Organismus

durchschnittlich verweilen. Das Konzept der MRT ist allgemeiner als das der Halbwertszeit.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Die Clearance von GLP-1 (7-37) ohne parallele DPP-IV-Hemmung ist zu unterscheiden nach
der durch die Infusionsrate applizierten Dosis. Die nachfolgende Tabelle (arithmetische Mittel
+ Standardabweichung) gibt Auskunft liber die Clearance-Werte (und die Vss-Werte) der

jeweiligen Infusionsrate:

Dosis Clearance Vss
[(pmol/kg)/h] [(mL/min)/kg] [mL/kg]
12 139,0 £ 57,0

40 86,3+ 18,9

120 72,6 14,5 52,8

90



4.1.1.5 GLP-1-(7-37)-Infusion (GLP-1-Sattigung) ohne DPP-IV-Hemmung

Da die Clearance in Abhéngigkeit von der durch die Infusionsrate applizierten Dosis absank,
stellte sich die Frage, wie weit diese Absenkung durch exzessive GLP-1-Infusion zu treiben
war, genauer gesagt auf welchen Mindestwert die Fahigkeit des Organismus zum Abbau von
GLP-1 zu senken war, indem die Degradation gesittigt wurde. Relativ willkiirlich wurde fiir
diesen Sittigungsversuch das 2,5-fache und das 5-fache der bislang maximalen Infusionsrate
gewihlt, also 300 und 1.500 (pmol/kg)/h.

Fiir diesen Versuch wurden vier Tiere verwendet. Die resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel
der Infusionen mit 12, 40, 120, 300 und 1.500 (pmol/kg)/h zeigt die Abbildung 10.
Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen

(= SD).
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Abb. 10: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit GLP-1-Sittigung ohne DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik (GLP-1-Sattieung) ohne DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter GLP-1-Sittigung ohne
parallele DPP-IV-Hemmung betrug im arithmetischen Mittel 1,00 = 0,14 Minuten. Die
mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter GLP-1-Sittigung
ohne parallele DPP-IV-Hemmung betrug durchschnittlich 1,45 + 0,21 Minuten.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Die Clearance von GLP-1 (7-37) unter GLP-1-Séttigung ohne parallele DPP-IV-Hemmung ist
wiederum zu differenzieren nach der durch die Infusionsrate applizierten Dosis. Die
exzessiven Infusionsraten 300 und 1.500 (pmol/kg)/h hatten Clearance-Werte von 57,1 = 17,4
und 77,8 £ 7,8 (mL/min)/kg zur Folge beziehungsweise zeigten Verteilungsvolumina im

Steady-State von 82,6 und 112,6 mL/kg.
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4.1.1.6 Berechnung der kinetischen Parameter

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit wurde berechnet, indem die Werte der letzten drei GLP-1-Plasma-
Konzentrationen (0-Minuten-Wert, 1-Minuten-Wert und 9-Minuten-Wert nach Absetzen der
Infusion) jedes Infusionsversuchs zur Basis e logarithmiert wurden (natiirlicher Logarithmus)
und die Steigungskonstante der Funktionsgerade durch diese drei Punkten mit der
Eliminationsgeschwindigkeitskonstante k gleichgesetzt wurde. Die Steigungskonstante der
Funktion ihrerseits wurde nach der Gleichung k = Ay/Ax = (y1-y2)/(x2-X1) berechnet. Dabei
waren x; und x, die Zeitpunkte 0 Minuten und 1 Minute nach Absetzen der Infusion, y; und
y> die entsprechenden GLP-1-Plasma-Konzentrationen im natiirlichen Logarithmus. Der
Zeitpunkt 0 Minuten war der arithmetische Mittelwert der beiden Messpunkte der letzten
Infusionsstufe vor Absetzen der Infusion. Aus der Kenntnis der Eliminations-
geschwindigkeitskonstante k folgte nach der Formel t;; =In(2)/k [Derendorf 2002] logisch
die Kenntnis der Halbwertszeit als des sekundéren kinetischen Parameters. Diese Formel folgt
ihrerseits aus der Gleichung t;;; = (In[2] x V¢)/CL [Derendorf 2002], da die Eliminations-
geschwindigkeitskonstante den Zusammenhang zwischen den beiden primdren kinetischen
Parametern Clearance und scheinbarem Verteilungsvolumen beschreibt k= CL/Vd
[Derendorf 2002]. Da der 9-Minuten-Wert nach Absetzen der Infusion in aller Regel auf das
Niveau der Basislinie abgefallen war, wurde die Halbwertszeit im Interesse der Konsistenz
der Methode und damit der Vergleichbarkeit der verschiedenen Halbwertszeiten nur aus den
ersten beiden Punkten berechnet und schlielich auf die Berilicksichtigung des 9-Minuten-
Wertes ginzlich verzichtet.

Die mittlere Verweildauer wurde nach der Formel MRT = 1/k [Derendorf 2002] aus
derselben Eliminationsgeschwindigkeitskonstante k errechnet wie die Halbwertszeit. Dem-

entsprechend lieferte ihre Kalkulation keine weitergehende Information.
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Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Die Clearance wurde nach der Formel CL = k¢/Css [Gibaldi und Perrier 1982] direkt aus den
Plasmaspiegeln an GLP-1 berechnet, also als Quotient aus Infusionsrate und jeweiliger
Plasma-Konzentration an GLP-1 im Steady-State zwischen Zufuhr und Abbau. Den Zustand
des FlieBgleichgewichtes zum Zeitpunkt der Probennahme als erreicht anzusehen, war
legitim, da nach den Gesetzen der Pharmakokinetik die Geschwindigkeit des Absinkens einer
Wirkstoff-Konzentration nach Absetzen der zufithrenden Infusion (constant-rate regimen)
identisch ist mit derjenigen Geschwindigkeit, mit welcher das FlieBgleichgewicht nach
Einsetzen der Infusion erreicht wird [Rowland und Tozer 1995 (a)]. Da nun die Halbwertszeit
von GLP-1 nach Absetzen der Infusion so extrem kurz ausfiel, durfte davon ausgegangen
werden, dass auch das Steady-State extrem schnell erreicht wurde. Da nach der flinffachen
Halbwertszeit in der Pharmakokinetik vereinfacht die vollstindige Elimination angenommen
wird, durfte folglich nach flinffacher Halbwertszeit auch der Steady-State-Zustand
angenommen werden, auf jeden Fall nach dem gewihlten Zeitintervall zwischen den
Probenahmen.

Das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State wurde nach der Formel Vss=
CL x MRT [Gibaldi und Perrier 1982] lediglich aus den bereits bekannten Gréen Clearance
(der letzten GLP-1-Plasmaspiegel vor Absetzen der Infusion) und mittlere Verweildauer

abgeleitet.
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4.1.2 Glycin-Isoform im Steady-State mit BI-3

4.1.2.1 GLP-1-(7-37)-Infusion mit niedriger DPP-IV-Hemmung (0,6 [umol/kg]/h)

Bei diesem Versuch kamen vier Tiere zur Anwendung. Die aus der applizierten Dosis
resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-Infusionsraten mit 12, 40 und
120 (pmol/kg)/h mit paralleler BI-B-Infusion in der niedrigen Dosierung von 0,6 (umol/kg)/h
zeigt die Abbildung 11. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die
Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 11: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit niedriger DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik unter niedriger DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter niedriger DPP-IV-
Hemmung (0,6 [umol/kg]/h BI-B) betrug im arithmetischen Mittel 2,36 £ 0,52 Minuten. Die
mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter niedriger DPP-1V-
Hemmung betrug durchschnittlich 3,40 + 0,75 Minuten (Mean + SD).

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Auch die Clearance von GLP-1 (7-37) unter niedriger DPP-IV-Hemmung (0,6 [pmol/kg]/h
BI-B) ist zu differenzieren nach der durch die Infusionsrate applizierten Dosis. Die
nachfolgende Tabelle (arithmetische Mittel + Standardabweichung) gibt Auskunft iiber die

Clearance-Werte (und die Vss-Werte) der jeweiligen Infusionsrate:

Dosis Clearance Vss
[(pmol/kg)/h] [(mL/min)/kg] [mL/kg]
12 32,8+5,0

40 240+44

120 255+2,4 86,6
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BI-B-Plasmaspiegel durch niedrige DPP-IV-Hemmung

Die aus der Kombination von einem initialen Bolus von 0,3 pmol/kg und einer Dauerinfusion
von 0,6 (umol/kg)/h resultierende Plasma-Konzentration an BI- im Verlaufe der Parallel-
infusion mit GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 12. Angegeben werden die arithmetischen
Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 12: BI-B-Plasmaspiegel durch niedrige DPP-IV-Hemmung
(600 [nmol/kg]/h)
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4.1.2.2 GLP-1-(7-37)-Infusion mit mittlerer DPP-IV-Hemmung (2,0 [umol/kg]/h)

Bei diesem Versuch kamen fiinf Tiere zur Anwendung. Die aus der applizierten Dosis
resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-Infusionsraten mit 12, 40 und
120 (pmol/kg)/h mit paralleler BI-B-Infusion in der mittleren Dosierung von 2,0 (umol/kg)/h
zeigt die Abbildung 13. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die
Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 13: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit mittlerer DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik unter mittlerer DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter mittlerer DPP-1V-
Hemmung (2,0 [umol/kg]/h BI-B) betrug im arithmetischen Mittel 2,24 £+ 0,58 Minuten. Die
mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter mittlerer DPP-1V-
Hemmung betrug durchschnittlich 3,23 + 0,83 Minuten.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Auch die Clearance von GLP-1 (7-37) unter mittlerer DPP-IV-Hemmung (2,0 [pmol/kg]/h
BI-B) ist zu differenzieren nach der durch die Infusionsrate applizierten Dosis. Die
nachfolgende Tabelle (arithmetische Mittel + Standardabweichung) gibt Auskunft iiber die

Clearance-Werte (und die Vss-Werte) der jeweiligen Infusionsrate:

Dosis Clearance Vss
[(pmol/kg)/h] [(mL/min)/kg] [mL/kg]
12 340+ 12,2

40 262+4,7

120 27,8 +2,6 89,6

99



BI-B-Plasmaspiegel durch mittlere DPP-IV-Hemmung

Die aus der Kombination von einem initialen Bolus von 1,0 pmol/kg und einer Dauerinfusion
von 2,0 (umol/kg)/h resultierende Plasma-Konzentration an BI- im Verlaufe der Parallel-

infusion mit GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 14. Angegeben werden die arithmetischen
Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 14: BI-B-Plasmaspiegel durch mittlere DPP-IV-Hemmung
(2.000 [nmol/kg]/h)
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4.1.2.3 GLP-1-(7-37)-Infusion mit hoher DPP-IV-Hemmung (6,0 [umol/kg]/h)

Bei diesem Versuch kamen vier Tiere zur Anwendung. Die aus der applizierten Dosis
resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-Infusionsraten mit 12, 40 und
120 (pmol/kg)/h mit paralleler BI-B-Infusion in der hohen Dosierung von 6,0 (umol/kg)/h
zeigt die Abbildung 15. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die
Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 15: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit hoher DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik unter hoher DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter hoher DPP-IV-
Hemmung (6,0 [umol/kg]/h BI-B) betrug im arithmetischen Mittel 2,12 £ 0,48 Minuten. Die
mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter hoher DPP-1V-
Hemmung betrug durchschnittlich 3,06 + 0,70 Minuten.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Auch die Clearance von GLP-1 (7-37) unter hoher DPP-IV-Hemmung (6,0 [umol/kg]/h BI-3)
ist zu differenzieren nach der durch die Infusionsrate applizierten Dosis. Die nachfolgende
Tabelle (arithmetische Mittel + Standardabweichung) gibt Auskunft {iber die Clearance-Werte

(und die Vss-Werte) der jeweiligen Infusionsrate:

Dosis Clearance Vss
[(pmol/kg)/h] [(mL/min)/kg] [mL/kg]
12 36,6 £4,2

40 272+39

120 272+1,9 83,3

102



BI-B-Plasmaspiegel durch hohe DPP-IV-Hemmung

Die aus der Kombination von einem initialen Bolus von 3,0 pmol/kg und einer Dauerinfusion
von 6,0 (umol/kg)/h resultierende Plasma-Konzentration an BI- im Verlaufe der Parallel-
infusion mit GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 16. Angegeben werden die arithmetischen
Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 16: BI-B-Plasmaspiegel durch hohe DPP-IV-Hemmung
(6.000 [nmol/kg]/h)
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4.1.2.4 GLP-1-(7-37)-Infusion mit sub-niedriger DPP-IV-Hemmung (0,1 [umol/kg]/h)

Da die Halbwertszeit selbst unter hoher DPP-IV-Hemmung nicht weiter verldngert wurde,
sondern tendenziell eher wieder abfiel, lag der Schluss nahe, dass moglicherweise bereits die
maximale Wirkung mit mittlerer DPP-IV-Hemmung erreicht war. Auch die Steigerungs-
faktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel schienen von der Dosis des Hemmstoffs insofern
unabhingig zu sein, dass keine deutliche Dosis-Wirkungs-Relation erkennbar war, sondern
lediglich eine Art ,Ja/Nein-Antwort™ (mit Hemmstoff/ohne Hemmstoff) zu erhalten war.
Daher wurden die Versuche mit weiteren, noch niedrigeren BI-f-Dosen wiederholt, nimlich
mit der ,,sub-niedrigen® DPP-IV-Hemmung durch 0,1 (umol’kg)/h BI-f und mit der
Hhiedrigsten® DPP-IV-Hemmung durch 0,01 (umol/kg)/h BI-f.

Diesem Versuch wurden vier Tiere unterzogen. Die aus der applizierten Dosis resultierenden
GLP-1-Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-Infusionsraten mit 12, 40 und 120 (pmol’kg)/h mit
paralleler BI-B-Infusion in der sub-niedrigen Dosierung von 0,6 (umol/kg)/h zeigt die
Abbildung 17. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standard-
abweichungen (= SD).
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Abb. 17: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit sub-niedriger DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik unter sub-niedriger DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter sub-niedriger DPP-1V-
Hemmung (0,1 [umol/kg]/h BI-B) betrug im arithmetischen Mittel 1,55 £ 0,39 Minuten. Die
mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter sub-niedriger DPP-

IV-Hemmung betrug durchschnittlich 2,24 + 0,56 Minuten.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Auch die Clearance von GLP-1 (7-37) wunter sub-niedriger DPP-IV-Hemmung
(0,1 [umol/kg]/h BI-B) ist zu differenzieren nach der durch die Infusionsrate applizierten
Dosis. Die nachfolgende Tabelle (arithmetische Mittel + Standardabweichung) gibt Auskunft

iiber die Clearance-Werte (und die Vss-Werte) der jeweiligen Infusionsrate:

Dosis Clearance Vss
[(pmol/kg)/h] [(mL/min)/kg] [mL/kg]
12 46,2 + 15,1

40 30,1 £4,8

120 27,5+2,3 61,7
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BI-B-Plasmaspiegel durch sub-niedrige DPP-IV-Hemmung

Die aus der Kombination von einem initialen Bolus von 0,05 pmol/kg und einer Dauer-
infusion von 0,1 (umol/kg)/h resultierende Plasma-Konzentration an BI-f im Verlaufe der

Parallelinfusion mit GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 18. Angegeben werden die arith-
metischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 18: BI-B-Plasmaspiegel durch sub-niedrige DPP-IV-Hemmung
(100 [nmol/kg]/h)
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4.1.2.5 GLP-1-(7-37)-Infusion mit niedrigster DPP-IV-Hemmung (0,01 [umol/kg]/h)

Diesem Versuch wurden sieben Tiere unterzogen. Diese im Vergleich zu den iibrigen Steady-
State-Infusionsversuchen erhohte Tierzahl wurde vorsorglich im Sinne einer Sicherheitsmarge
eingesetzt, weil damit gerechnet werden musste, dass die aus der BI-B-Infusion resultierenden
Inhibitor-Plasmaspiegel im Bereich der analytischen Bestimmungsgrenze (LOQ) von
1 nmol/L liegen wiirden (vergleiche 3.3.6).

Die aus der applizierten Dosis resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-
Infusionsraten mit 12, 40 und 120 (pmol/kg)/h mit paralleler BI-B-Infusion in der niedrigsten
Dosierung von 0,01 (pumol/kg)/h zeigt die Abbildung 19. Angegeben werden die arith-
metischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 19: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit niedrigster DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik unter niedrigster DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter niedrigster DPP-IV-
Hemmung (0,01 [umol/kg]/h BI-B) betrug im arithmetischen Mittel 0,89 £ 0,13 Minuten. Die
mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter niedrigster DPP-
IV-Hemmung betrug durchschnittlich 1,29 + 0,18 Minuten.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Auch die Clearance von GLP-1 (7-37) unter niedrigster DPP-IV-Hemmung (0,01 [pmol/kg]/h
BI-B) ist zu differenzieren nach der durch die Infusionsrate applizierten Dosis. Die
nachfolgende Tabelle (arithmetische Mittel + Standardabweichung) gibt Auskunft iiber die

Clearance-Werte (und die Vss-Werte) der jeweiligen Infusionsrate:

Dosis Clearance Vss
[(pmol/kg)/h] [(mL/min)/kg] [mL/kg]
12 84,0 + 14,8

40 49,3+5,6

120 53,6 £5,6 69,1
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BI-B-Plasmaspiegel durch niedrigste DPP-IV-Hemmung

Die aus der Kombination von einem initialen Bolus von 0,005 pmol’kg und einer
Dauerinfusion von 0,01 (umol/kg)/h resultierende Plasma-Konzentration an BI-3 im Verlaufe
der Parallelinfusion mit GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 20. Angegeben werden die arith-
metischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 20: BI-B-Plasmaspiegel durch niedrigste DPP-IV-Hemmung
(10 [nmol/kg]/h)
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4.1.2.6 Zusammenfassung der Wirkungen verschiedener DPP-IV-Hemmungsgrade

Einen Uberblick iiber die arithmetisch gemittelten Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-
Infusionsraten mit 12, 40 und 120 (pmol/kg)/h, die aus den Infusionsregimen ohne parallele
DPP-IV-Hemmung, mit niedrigster, sub-niedriger, niedriger, mittlerer und hoher DPP-1V-

Hemmung durch BI-3 resultierten, zeigt die Abbildung 21.
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Abb. 21: Zusammenfassung — arithmetische Mittelwerte der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel
ohne und mit niedrigster, sub-niedriger, niedriger, mittlerer und hoher DPP-IV-Hemmung
(mit Korrektur der Basislinie)

[ = ohne BI-P, dunkelblau = mit niedrigster BI-B-Dosis,

= mit sub-niedriger BI-B-Dosis, dunkelrot = mit niedriger BI-B-Dosis,

= mit mittlerer BI-B-Dosis, dunkelgriin = mit hoher BI--Dosis]

In dieser Darstellung deutete sich bereits an, dass die stirkste Steigerung des resultierenden
Plasmaspiegels an GLP-1 (7-37) nicht durch die hohe DPP-IV-Hemmung durch die BI-f3-
Dosis von 6,0 (pmol/kg)/h erreicht wurde, sondern schon durch die niedrige DPP-1V-
Hemmung, also durch die BI--Dosis von 0,6 (pmol/kg)/h.
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4.1.2.7 GLP-1-(7-37)-Infusion (GLP-1-Sattigung) mit mittlerer DPP-IV-Hemmung

Zum Vergleich der Auswirkung der DPP-IV-Hemmung auf die Halbwertszeit von GLP-1 (7-
37) nach Absetzen der Infusion von exzessiven GLP-1-Dosen wurde der Versuch 4.1.1.5 mit
paralleler DPP-IV-Hemmung in mittlerer Dosierung wiederholt, wovon ein noch deutlicheres
Absinken der Clearance als durch GLP-1-Sittigung allein oder durch mittlere DPP-IV-
Hemmung allein erwartet wurde.

Fir diesen Versuch wurden vier Tiere verwendet. Die aus der applizierten Dosis
resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-Infusionsraten mit 12, 40, 120, 300
und 1.500 (pmol/kg)/h mit paralleler BI-B-Infusion in der mittleren Dosierung von
2,0 (umol/kg)/h zeigt die Abbildung 22. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte
(= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 22: GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel mit GLP-1-Sattigung und mittlerer DPP-IV-Hemmung

(mit Korrektur der Basislinie)
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GLP-1-(7-37)-Kinetik (GLP-1-Sattieung) unter mittlerer DPP-IV-Hemmung

Halbwertszeit und mittlere Verweildauer

Die Halbwertszeit von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion unter GLP-1-Sattigung und

unter mittlerer DPP-IV-Hemmung (2,0 [umol/kg]/h BI-f) betrug im arithmetischen Mittel
7,02 £ 0,27 Minuten. Die mittlere Verweildauer von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der

Infusion unter GLP-1-Séttigung und unter mittlerer DPP-IV-Hemmung betrug durch-
schnittlich 10,13 + 0,39 Minuten.

Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State

Die Clearance von GLP-1 (7-37) unter GLP-1-Sittigung und unter mittlerer DPP-IV-

Hemmung (2,0 [pumol/kg]/h BI-B) ist wiederum zu differenzieren nach der durch die

Infusionsrate applizierten Dosis. Die nachfolgende Tabelle (arithmetische Mittel + Standard-

abweichung) gibt Auskunft iiber die Clearance-Werte (und die Vss-Werte) der jeweiligen

Infusionsrate:

Dosis
[(pmol/kg)/h]
12

40

120

300

1.500

Clearance
[(mL/min)/kg]
449 £ 16,1
312+5,3
242 +25
22,0+2,0
71,0+5,5
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BI-B-Plasmaspiegel (GLP-1-Sittigung) durch mittlere DPP-IV-Hemmung

Die aus der Kombination von einem initialen Bolus von 1,0 pmol/kg und einer Dauerinfusion
von 2,0 (umol/kg)/h resultierende Plasma-Konzentration an BI- im Verlaufe der Parallel-

infusion mit GLP-1 (7-37) zeigt die Abbildung 23. Angegeben werden die arithmetischen
Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 23: BI-B-Plasmaspiegel bei GLP-1-Sittigung durch mittlere DPP-IV-Hemmung
(2.000 [nmol/kg]/h)
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4.1.2.8 Zusammenfassung der Wirkung der DPP-IV-Hemmung bei GLP-1-Sittigung

Einen Uberblick iiber die arithmetisch gemittelten Plasmaspiegel der GLP-1-(7-37)-
Infusionsraten mit 12, 40, 120, 300 und 1.500 (pmol/kg)/h, also unter GLP-1-Séttigung, die
aus den Infusionsregimen ohne parallele DPP-IV-Hemmung und mit mittlerer DPP-IV-
Hemmung durch BI-f (2.000 [nmol/kg]/h) resultierten, zeigt die Abbildung 24. Angegeben

werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 24: Zusammenfassung — arithmetische Mittel der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel
bei GLP-1-Sittigung ohne und mit mittlerer DPP-IV-Hemmung
[rot = GLP-1 (7-37) mit GLP-1-Séttigung und mittlerer DPP-IV-Hemmung,
griin = GLP-1 (7-37) mit GLP-1-Séttigung ohne DPP-IV-Hemmung]
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4.1.2.9 Steigerungsfaktoren verschiedener GLP-1-Plasmaspiegel durch DPP-IV-Hemmung

Die Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel im Fliegleichgewicht, das heil3t
der Quotient aus dem geometrischen Mittel der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel einer
bestimmten Infusionsstufe (0, 12, 40 oder 120 [pmol/h]/kg) unter einem bestimmten DPP-IV-
Hemmungsgrad (niedrigste, sub-niedrige, niedrige, mittlere und hohe DPP-IV-Hemmung)
und dem geometrischen Mittel der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel derselben Infusionsstufe
ohne parallele DPP-IV-Hemmung, erwies sich neben den kinetischen Parametern als inter-
essante GroBe zur Charakterisierung der Wirkung des DPP-IV-Inhibitors BI-. Der geo-
metrischen Mittelung wurde der Vorzug vor der arithmetischen gegeben, um einer zu starken
Gewichtung einzelner, das heiflt von der Schar der {librigen Werte deutlich abweichender
Werte entgegenzuwirken.

Die Unterschiede zwischen den resultierenden GLP-1-Plasmaspiegeln in Abhingigkeit von
der Infusionsrate an exogenem GLP-1, die der Berechnung der Steigerungsfaktoren zu
Grunde liegen, waren signifikant im Falle des Unterschieds zwischen den GLP-1-
Infusionsraten 12 (pmol/kg)/h und 40 (pmol/kg)/h (p = 0,006), im Falle des Unterschieds
zwischen den GLP-1-Infusionsraten 40 (pmol/kg)/h und 120 (pmol/kg)/h (p < 0,003), im Falle
des Unterschieds zwischen den GLP-1-Infusionsraten 120 (pmol/kg)/h und 300 (pmol/kg)/h
(p<0,003) sowie im Falle des Unterschieds zwischen den GLP-1-Infusionsraten
300 (pmol/kg)/h und 1.500 (pmol/kg)/h (p < 0,003). Diese p-Werte sind jeweils adjustiert

(Korrektur nach Bonferroni-Holm).
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Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch 12 (pmol/h)/kg-Infusion

Die Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch die Infusion von
12 (pmol/h)/kg, das heiit die relative Erhohung der GLP-1-Plasmaspiegel durch parallele
Infusion des DPP-IV-Inhibitors BI-f3, berechnet als der Quotient aus dem geometrischen
Mittel der GLP-1-Plasmaspiegel zu den Zeitpunkten 1,833 h (110 min) und 1,983 h (119 min)
unter der niedrigsten (4.1.2.5), der sub-niedrigen (4.1.2.4), der niedrigen (4.1.2.1), der
mittleren (4.1.2.2) beziehungsweise der hohen DPP-IV-Hemmung (4.1.2.3) und dem
geometrischen Mittel der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel zu denselben Zeitpunkten ohne
parallele DPP-IV-Hemmung (4.1.1.4 und 4.1.1.5) zeigt die Abbildung 25.
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Abb. 25: Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch 12 (pmol/h)/kg-Infusion

unter verschiedenen DPP-IV-Hemmungsgraden
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Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch 40 (pmol/h)/kg-Infusion

Die Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch die Infusion von
40 (pmol/h)/kg, das heiflit der Quotient aus dem geometrischen Mittel der GLP-1-Plasma-
spiegel zu den Zeitpunkten 2,833 h (170 min) und 2,983 h (179 min) unter der niedrigsten
(4.1.2.5), sub-niedrigen (4.1.2.4), niedrigen (4.1.2.1), mittleren (4.1.2.2) und hohen DPP-IV-
Hemmung (4.1.2.3) und dem geometrischen Mittel der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel zu
denselben Zeitpunkten ohne parallele DPP-IV-Hemmung (4.1.1.4 und 4.1.1.5) zeigt die
Abbildung 26.
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Abb. 26: Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch 40 (pmol/h)/kg-Infusion

unter verschiedenen DPP-IV-Hemmungsgraden
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Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch 120 (pmol/h)/kg-Infusion

Die Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel durch die Infusion von
120 (pmol/h)/kg, das heiit der Quotient aus dem geometrischen Mittel der GLP-1-Plasma-
spiegel zu den Zeitpunkten 3,833 h (230 min) und 3,983 h (239 min) unter der niedrigsten
(4.1.2.5), sub-niedrigen (4.1.2.4), niedrigen (4.1.2.1), mittleren (4.1.2.2) und hohen DPP-IV-
Hemmung (4.1.2.3) und dem geometrischen Mittel der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel zu
denselben Zeitpunkten ohne parallele DPP-IV-Hemmung (4.1.1.4 und 4.1.1.5) zeigt die
Abbildung 27.
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Abb. 27: Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel
durch 120 (pmol/h)/kg-Infusion unter verschiedenen DPP-IV-Hemmungsgraden
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4.1.3 Zusammenfassung der Eliminationskinetik von GLP-1 (7-37)

4.1.3.1 Zusammenfassung der Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel

Einen Uberblick iiber die ihrerseits wiederum geometrisch gemittelten Steigerungsfaktoren
der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel aller Infusionsstufen (0, 12, 40 und 120 [pmol/h]/kg),
differenziert nach den verschiedenen DPP-IV-Hemmungsgraden (niedrigste, sub-niedrige,

niedrige, mittlere und hohe DPP-IV-Hemmung) bietet die Abbildung 28.

N
|
—

w
—
—

N

—_—
1

Steigerungsfaktoren (Mean + SD)
(Quotienten der geometrischen
Mittel der GLP-1-Plasmaspiegel)

1.5 2.8 3.4 3.0 3.1

niedrigste sub- niedrige mittlere hohe

niedrige
DPP-IV-Hemmung durch BI-3

Abb. 28: Zusammenfassung der Steigerungsfaktoren der GLP-1-(7-37)-Plasmaspiegel

Der Unterschied der GLP-1-Plasmaspiegel unter niedrigster DPP-IV-Hemmung (gegentiber
den GLP-1-Plasmaspiegeln ohne parallele DPP-IV-Hemmung = Steigerungsfaktor) war
signifikant (p = 0,007 [nicht adjustiert]). Auch alle {ibrigen Steigerungsfaktoren (gegeniiber
den GLP-1-Plasmaspiegeln ohne parallele DPP-IV-Hemmung) waren signifikant (p < 0,001
[nicht adjustiert]).

Der Unterschied zwischen den Steigerungsfaktoren unter niedrigster DPP-IV-Hemmung und
den Steigerungsfaktoren unter niedriger DPP-IV-Hemmung war signifikant (p < 0,002), der

Unterschied zwischen den Steigerungsfaktoren unter niedrigster DPP-IV-Hemmung und den
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Steigerungsfaktoren unter sub-niedriger DPP-IV-Hemmung war ebenfalls signifikant
(p=10,041). Alle iibrigen Unterschiede zwischen den Steigerungsfaktoren waren hingegen
nicht signifikant (p > 0,324). Diese p-Werte sind jeweils adjustiert (Korrektur nach

Bonferroni-Holm).

4.1.3.2 Clearance-Werte von GLP-1-(7-37) ohne und mit DPP-IV-Hemmung

Die Clearance ist grundsitzlich eine additive GroBe, weshalb sich auch die Clearance von
GLP-1 auf den wichtigsten Eliminationswegen des Organismus mathematisch als folgender
Ausdruck definieren lasst: totale CL = CLr + CLppp.;v + CLx. Daher ist die Situation der
DPP-IV-Hemmung zu beschreiben als das Verhiltnis der totalen Clearance ohne BI-B zur
totalen Clearance mit BI-f3 beziehungsweise als der Quotient:

(CLR + CLpprp-1v + CLx) ohne BI-3
(CLR + CLDPP-IV + CLx) mit BI-B

Dieser mathematische Ausdruck verdeutlicht, warum sowohl die Erhohung der DPP-IV-
Hemmung als auch die Erhéhung der Infusionsrate an exogenem GLP-1 zu einem Absinken
der Clearance fiihrt. Im ersten Falle wird der Summand CLppp.;y im Nenner (Denominator)
des Quotienten kleiner, so dass der Nenner im Verhiltnis zum Zahler (Numerator) ebenfalls
kleiner wird. Im zweiten Falle steigt der Wert des Summanden renale Clearance (CLg) im
Nenner des Quotienten durch mit dem GLP-1-Plasmaspiegel proportional zunehmende GFR
von GLP-1 wegen der gleichzeitigen Restriktion von CLppp.1y verhéltnisméBig stirker als im
Zidhler an, so dass der Wert des Quotienten insgesamt sinkt.

Die Abbildung 29 veranschaulicht die GroBenverhéltnisse der Clearance-Werte von GLP-1
(7-37) differenziert nach den Infusionsraten 12, 40 und 120 (pmol/kg)/h einerseits und
verschiedenen DPP-IV-Hemmungsgraden andererseits, wobei die DPP-IV-Hemmungsgrade
sub-niedrig, niedrig, mittel und hoch ihrerseits noch einmal zu einem arithmetischen

Mittelwert (= Mean) mit Standardabweichung (= SD) zusammengefasst wurden.
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Abb. 29: Vergleich der Clearance von GLP-1 (7-37) ohne BI-3,
unter niedrigster DPP-IV-Hemmung und unter héherer DPP-IV-Hemmung
[rot = ohne BI-f, griin = mit niedrigster BI-B-Dosis,

blau = mit sub-niedriger (und hoherer) BI-B-Dosis]

Die Plausibilitit dieser Vorgehensweise wird daran deutlich, dass die vergleichsweise
geringfiigigen Standardabweichungen sich auf die Unterschiede zwischen den genannten
DPP-IV-Hemmungsgraden beziehen. Lediglich die Clearance-Werte unter der niedrigsten
DPP-IV-Hemmung weicht von der sonstigen Clearance unter BI-B-Einfluss ab und liegt etwa
im Mittelfeld zwischen der Clearance von GLP-1 (7-37) ohne BI-f3 und derjenigen unter sub-
niedriger (und hoherer) DPP-IV-Inhibition.

Die Unterschiede zwischen den Clearance-Werten in Abhéingigkeit vom DPP-IV-
Hemmungsgrad waren signifikant im Falle des Unterschieds zwischen den Clearance-Werten
unter niedrigster DPP-IV-Hemmung und den Clearance-Werten unter sub-niedriger (und
hoéherer) DPP-IV-Hemmung (p = 0,006).

Die Unterschiede zwischen den Clearance-Werten in Abhingigkeit von der Infusionsrate an
exogenem GLP-1 waren signifikant im Falle der Unterschiede zwischen den Clearance-
Werten unter den GLP-1-Infusionsraten 12 (pmol/kg)/h und 40 (pmol/kg)/h (p < 0,003). Die
Unterschiede zwischen den Clearance-Werten unter den GLP-1-Infusionsraten 40 (pmol/kg)/h
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und 120 (pmol/kg)/h waren hingegen nicht signifikant (p = 1,0). Diese p-Werte sind jeweils

adjustiert (Korrektur nach Bonferroni-Holm).

4.1.3.3 Halbwertszeiten von GLP-1 (7-37) ohne und mit DPP-IV-Hemmung

Einen Uberblick iiber die Halbwertszeiten von GLP-1 (7-37) nach Absetzen der Infusion ohne
und mit verschiedenen DPP-IV-Hemmungsgraden in ansteigender Reihenfolge zeigt die
Abbildung 30. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standard-
abweichungen (= SD).
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Abb. 30: Halbwertszeiten von GLP-1 (7-37)

ohne und mit ansteigender DPP-IV-Hemmung
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4.1.4 Blutzuckerspiegel unter GLP-1-Infusion

Der Plasmagehalt an Glukose unter dem Einfluss von zum Teil exzessiven GLP-1-
Plasmaspiegeln bei niichternen Tieren war wichtig als Grof3e, die eine mogliche, wenngleich
unwahrscheinliche direkte Wirkung von super-physiologischen Konzentrationen des Peptid-
hormons auf -Zellen im Sinne eines Releasing-Faktors verifizieren oder falsifizieren helfen
sollte.

Auf die direkte Messung des eventuell ausgeschiitteten Insulins wurde auf Grund der sehr
kurzfristigen Peaks der Insulin-Inkretion im Interesse der Messgenauigkeit zu Gunsten des
deutlich stabileren, wenn auch nur indirekten Parameters Blutzucker verzichtet.

Den mittleren Plasmagehalt an Glukose wiahrend der Infusionsversuche mit der Glycin-
Isoform differenziert nach den unterschiedlichen Graden der DPP-IV-Hemmung, das heif3t
ohne BI-f (4.1.1.4), unter sub-niedriger BI-B-Dosis (4.1.2.4), unter niedriger BI-B-Dosis
(4.1.2.1), unter mittlerer BI-B-Dosis (4.1.2.2) und unter hoher BI-B-Dosis (4.1.2.3), zeigt die
Abbildung 31. Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standard-
abweichungen (= SD).
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Abb. 31: mittlerer Plasmagehalt an Glukose
wihrend der Infusionsversuche mit GLP-1 (7-37)

123



Den Vergleich der arithmetisch gemittelten Plasma-Glukose-Spiegel wiahrend des Versuchs
ohne BI-f (4.1.1.4) mit den arithmetisch gemittelten Plasma-Glukose-Spiegeln wihrend der
Versuche unter sub-niedriger BI-B-Dosis (4.1.2.4), unter niedriger BI--Dosis (4.1.2.1), unter
mittlerer BI-B-Dosis (4.1.2.2) und unter hoher BI-B-Dosis (4.1.2.3) zeigt die Abbildung 32.

Angegeben werden die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen

(= SD).
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Abb. 32: mittlerer Plasmagehalt an Glukose unter GLP-1-(7-37)-Infusion
mit und ohne DPP-IV-Hemmung
[rot = GLP-1 (7-37) mit DPP-IV-Hemmung,
griin = GLP-1 (7-37) ohne DPP-IV-Hemmung]
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Selbst unter dem Einfluss exzessiver Infusionsraten an exogenem GLP-1, wie sie in den GLP-
1-(7-37)-Sattigungsversuchen ohne BI-f (4.1.1.5) und den GLP-1-(7-37)-Sattigungs-
versuchen unter mittlerer BI-B-Dosis (4.1.2.7) appliziert wurden, zeigte sich keinerlei
Absenkung des Blutzuckerspiegels, wie die Abbildung 33 verdeutlicht. Angegeben werden
die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 33: mittlerer Plasmagehalt an Glukose unter GLP-1-(7-37)-Infusion
mit GLP-1-Séttigung (mit und ohne DPP-IV-Hemmung)
[rot = GLP-1 (7-37) mit GLP-1-Séattigung und DPP-IV-Hemmung,
griin = GLP-1 (7-37) mit GLP-1-Séttigung ohne DPP-IV-Hemmung]
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4.2 in-situ-Perfusionsversuche (isoliert perfundierte Ratten-Leber —

rezirkulierendes Modell und Single-Pass-Modell)

4.2.1 IPRL — rezirkulierendes Modell

Im rezirkulierenden Modell wurde bei elf Ratten-Lebern die Glycin-Isoform (GLP-1 [7-37])
als Substrat gewéhlt und spéter der Versuch mit der Amid-Isoform (GLP-1 [7-36 amide]) an
acht Organen wiederholt. Die resultierenden Substratspiegel im Perfusat zeigen die
Abbildungen 34 (fiir die Glycin-Isoform) und 35 (fiir die Amid-Isoform). Angegeben werden
die arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).
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Abb. 34: Elimination von GLP-1 (7-37) in der IPRL
mit und ohne DPP-IV-Hemmung durch BI-3
[griin = GLP-1 (7-37) ohne DPP-IV-Hemmung,
rot = GLP-1 (7-37) mit niedriger DPP-IV-Hemmung]
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Abb. 35: Elimination von GLP-1 (7-36 amide) in der IPRL
mit und ohne DPP-IV-Hemmung durch BI-3
[griin = GLP-1 (7-36 amide) ohne DPP-IV-Hemmung,
rot = GLP-1 (7-36 amide) mit niedriger DPP-IV-Hemmung]

Die zugleich gemessenen Wirkstoffspiegel zeigen die Abbildungen 36 (fiir die [IPRL mit der

Glycin-Isoform) und 37 (fiir die [PRL mit der Amid-Isoform). Angegeben werden die
arithmetischen Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).

127



BI-B in Perfusat [nmol/L]

1000

800 -

(o]

o

o
]
1

D

o

o
»

(Mean + SD)

200 + *i

Zeit [min]

0 T T T T T
30 35 40 45 50 55 60
Zeit [min]
Abb. 36: BI-B-Konzentrationen in der [IPRL mit der Glycin-Isoform
nach Applikation von 1,3 umol/L in das Perfusat
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Abb. 37: BI-B-Konzentrationen in der IPRL mit der Amid-Isoform
nach Applikation von 1,3 pmol/L in das Perfusat
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Bei beiden Isoformen folgte der Abbau ohne Hemmung durch BI-f einer mono-
exponentiellen Funktion, da die Werte in der halblogarithmischen Darstellung auf einer

Geraden liegen (nicht gezeigt).

4.2.1.1 Halbwertszeit

Die Eliminationsgeschwindigkeitskonstante k wurde mit der Steigungskonstante k der
Funktionsgeraden in der halblogarithmischen Darstellung der GLP-1-Konzentrationswerte
gleichgesetzt. Die nach der Gleichung t;; = In(2)/k [Derendorf 2002] errechneten
individuellen Halbwertszeiten bildeten im arithmetischen Mittel den Wert 5,7 + 1,5 Minuten.

Nach den beiden Isoformen differenziert betrugen die Halbwertszeit der Glycin-Isoform
6,1 £ 1,6 Minuten und die der Amid-Isoform 5,0 &+ 1,3 Minuten. Dieser Unterschied war nicht

signifikant (p = 0,114).

4.2.1.2 hepatische Clearance

Das scheinbare (zentrale) Verteilungsvolumen (Vc) wurde mit dem Perfusatvolumen
identifiziert und die hepatische Clearance von GLP-1 wurde nach der Formel CL = Ve x k
[Derendorf 2002] errechnet. So wurde die individuelle hepatische Clearance fiir jede einzelne
Leber bestimmt, im arithmetischen Mittel 10,3 £ 2,3 mL/min. AnschlieBend wurde dieser
organspezifische Wert in Bezug zum Gesamtorganismus gesetzt, indem er jeweils durch die
individuelle Korpermasse dividiert wurde. Im arithmetischen Mittel betrug die hepatische
Clearance somit 34,2 + 8,0 (mL/min)/kg KM.

Nach den beiden Isoformen differenziert betrugen die hepatische Clearance der Glycin-
Isoform 9,5 + 2,2 mL/min beziehungsweise 30,6 + 6,0 (mL/min)/kg KM und diejenige der
Amid-Isoform 11,5 £ 2,0 mL/min beziehungsweise 39,3 + 7,9 (mL/min)’kg KM. Der
Unterschied zwischen den organspezifischen Clearance-Werten war nicht signifikant
(p =0,059), wohingegen der Unterschied zwischen den auf die Korpermasse bezogenen

Clearance-Werten signifikant war (p = 0,014).
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4.2.1.3 portale Flussrate

Die portale Flussrate (Qun) zu Ende des Perfusionsversuchs betrug im arithmetischen Mittel
37,6 £ 10,8 mL/min pro Leber beziehungsweise 124,7 + 38,2 (mL/min)/kg KM. Dabei war
keine ausgeprigte, sondern lediglich eine geringgradige Abhingigkeit der Halbwertszeit von

der portalen Flussrate feststellbar (nicht gezeigt).

4.2.1.4 hepatischer Extraktionsquotient

Der hepatische Extraktionsquotient wurde nach der Formel Eg = CLu/Qu [Derendorf 2002]
berechnet. Herangezogen wurden jeweils die individuellen Werte, multipliziert mit 100
(Prozent). Das arithmetische Mittel des hepatischen Extraktionsquotienten aller Lebern betrug
29,8 + 10,7 %.

Nach den beiden Isoformen differenziert betrugen der hepatische Extraktionsquotient der
Glycin-Isoform 30,1 + 13,6 Minuten und derjenige der Amid-Isoform 29,4 + 5,6 Minuten.
Dieser Unterschied war bei deutlich ungleichen Varianzen (F = 0,026) nicht signifikant

(p = 0,881 [Satterthwaite-Korrektur]).

4.2.1.5 Vergleich der Isoformen

Im Vergleich der Isoformen lassen sich auBler den (auf die Korpermasse bezogenen)
Clearance-Werten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Glycin-Isoform
(GLP-1 [7-37]) und der Amid-Isoform (GLP-1 [7-36 amide]) ausmachen. Dies deckt sich
auch mit den Ergebnissen der Steady-State-Infusionsversuche, die mit der Amid-Isoform
unternommen wurden und auch in vivo keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Isoformen erkennen lieen (nicht gezeigt).
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4.2.1.6 Verhiltnis der Lebermasse zur gesamten Korpermasse

Der Anteil der Lebermasse an der Kdrpermasse betrigt bei der Ratte laut Literatur 4 % (zum
Zwecke des interspeziellen Vergleichs sei angefiihrt, dass der Lebermassenanteil beim
Menschen nur 2,4 % betrdgt) [Boxenbaum 1980]. Tatséchlich konnte diese Zahl im Rahmen
der vorliegenden Arbeit ungefdhr bestitigt werden, da der Anteil der Lebermasse an der
Korpermasse nach Abschluss der Perfusion im Durchschnitt 4,8 = 0,3 % betrug. Bei der
Betrachtung des scheinbar hoheren Massenanteils miissen nicht quantifizierte Perfusat-
Riickstinde im Organ beriicksichtigt werden, die ihrerseits jedoch ein Ausdruck des intra-

vasalen Organvolumens sind.

4.2.1.7 labordiagnostische Organparameter

Zur Priifung der Aufrechterhaltung der parenchymalen Organintegritit wurden als letzter
Schritt nach Abschluss der Leberperfusion 2 mL des zuletzt gewonnenen Perfusats separat auf
ihren Gehalt an organspezifischen Enzymen untersucht. Als Parameter wurden gewéhlt (in
der Reihenfolge ihrer Organsperzifitit fiir die Leber): Glutamat-Dehydrogenase (GLDH),
Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST) und Laktat-Dehydro-
genase (LDH). Die Messung wurde vom Labor Clinical Pathology der Gruppe Pathology der
Abteilung Non Clinical Drug Safety der Firma Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co.
KG in Biberach/Riss mittels UV-Photometrie durchgefiihrt. Die Ergebnisse (arithmetische
Mittel + Standard-abweichung) zeigt die folgende Tabelle:

GLDH: ALT: AST: LDH:
[U/L] [U/L] [U/L] [U/L]
Perfusat: 3,114 12,3+7,3 49,2 + 26,1 110,6 +£90,0

Serum: 7,6 +£0,4 273+7,6 62,1 +17,3 225,0 £ 87,5
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Die zum Zwecke des Vergleichs angegebenen durchschnittlichen Blutserumwerte sind der
Literatur entnommen [O’Brien et al. 2002, Loeb 1999]. Da die Enzymspiegel im Vergleich zu
den Referenzbereichen im Blutserum (Rattenbdcke, zwei bis fiinf Monate alt) nicht als erhdht
einzustufen waren, sondern nur zwischen 40 und 80 % der durchschnittlichen Serumwerte
erreichten, wurde die Organintegritit als gegeben angesehen.

Zusétzlich wurde die Glukose-Konzentration im Perfusat gepriift, die mit 11,6 = 3,3 mmol/L
fiir die Energieversorgung der Leber als ausreichend anzusehen war, da die durchschnittliche
Glukose-Konzentration im Serum fiir diese Gruppe (Rattenbocke, 2-5 Monate alt) mit

10,2 + 1,2 mmol/L angegeben wird [Loeb 1999].

4.2.1.8 Pharmakokinetik von BI-3

Der Abfall von durchschnittlich 474 + 167 nmol/L auf durchschnittlich 154 + 60 nmol/L ist in
zwel Phasen zu differenzieren: In der ersten Phase (tjo = 50 min bis t;; = 55 min mit einer
Steigungskonstante k = 0,1938 min" [lineare ungewichtete Regression in halb-
logarithmischer Darstellung, Excel]) befindet sich der DPP-IV-Inhibitor vermutlich in einer
Verteilung zwischen Lebergewebe und Perfusat.

Sobald diese Distributionsphase in ein Verteilungsgleichgewicht gemiindet ist, unterliegen die
Wirkstoff-Konzentrationen in der zweiten Phase (t;3 = 60 min bis t;s = 79 min = t,q mit einer
Steigungskonstante k = 0,0141 min' [lineare ungewichtete Regression in halb-
logarithmischer Darstellung, Excel]) nur noch dem Einfluss der Verstoffwechselung.

Diese Differenzierung zwischen der initialen Distributionsphase (= o-Phase) und der
terminalen Metabolismusphase (= [-Phase) wird durch die signifikant unterschiedlichen
Steigungskonstanten der Funktionsgeraden in der halblogarithmischen Darstellung der BI-B3-
Konzentrationen untermauert (nicht gezeigt).

Bei der Berechnung des scheinbaren Verteilungsvolumens im Verteilungsgleichgewicht (Vss)
weist ein arithmetischer Mittelwert von 8,02 + 3,97 L auf cine etwa 100-fach hohere

Anreicherung von BI-f3 im Lebergewebe als im Perfusat (Volumen = 84 mL) hin.
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4.2.2 TPRL — Single-Pass-Modell

Um die Off-Kinetik des Inhibitors BI- vom ,,Rezeptor*, ndmlich vom Zielenzym DPP-IV zu
charakterisieren, wurden sechs Ratten-Lebern im Single-Pass-Verfahren (das heif3t unter
einmaliger Leberpassage des Perfusats) mit der Glycin-Isoform von GLP-1 beziehungsweise
in der 10-miniitigen Einwaschphase zusdtzlich mit BI-B perfundiert. Die resultierenden
Perfusat-Konzentrationen von GLP-1 (7-37) und BI-f zeigt die Abbildung 38 (Zeitangaben
ohne die 20-miniitige Aquilibrierungsphase). Angegeben werden die arithmetischen

Mittelwerte (= Mean) und die Standardabweichungen (= SD).

100
©
S 80 -
)
59
sg_ %
- )
5o
=) +
E @ 0 40
o ‘5 S
o2
< £ = 20
N
S m
N 0
|
O
_20 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min]

Abb. 38: GLP-1 (7-37)-Konzentrationen und BI-B-Konzentrationen
im Perfusat im Single-Pass-Modell der IPRL
[rot = Perfusat-Konzentration von GLP-1 (7-37) in pmol/L,

blau = Perfusat-Konzentration von BI-f3 in umol/L]

Selbst unter DPP-IV-Hemmung im mikromolaren Bereich kommt es dennoch nur zu einer
48,4 + 4,8 %-igen Hemmung (berechnet mittels Division des hochsten GLP-1-Wertes [zum
Zeitpunkt tg = 45 min] durch die 100 % der Ausgangskonzentration an GLP-1 im nativen

Perfusat). Zudem fillt die GLP-1-Konzentration innerhalb der BI-B-Auswaschphase
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(von ty = 45,5 min bis typ = 90 min = t,q) auf ihr Ausgangsniveau von 49,5 £+ 3,2 zuriick,

obwohl im Perfusat noch Hemmstoff in relevanter Gro8enordnung messbar ist.

4.2.2.1 terminale Halbwertszeit von BI-f in der BI-B-Auswaschphase

Im natiirlichen Logarithmus der Hemmstoff-Konzentrationen im Perfusat lassen sich zwei
verschiedene Steigungsgeraden innerhalb der gesamten BI-B-Auswaschphase (also von
tjo =46 min bis t;p = 90 min = t.,q) unterscheiden. Alle Werte zwischen t;o = 46 min und
t;z=50 min liegen im arithmetischen Mittel auf einer Funktionsgeraden mit der
Steigungskonstante k = 0,1963 min" (nicht gezeigt), wihrend alle Werte zwischen t;3 =
55 min und typ = 90 min = t.,g im arithmetischen Mittel auf einer Funktionsgeraden mit der
Steigungskonstante k = 0,0373 min™ (lineare ungewichtete Regression in halblogarithmischer
Darstellung, Excel) liegen, wie die Abbildung 39 zeigt (Zeitangaben ohne die 20-miniitige
Aquilibrierungsphase). Die nach der Formel ti;=In(2)/k [Derendorf 2002] aus den
individuellen Steigungskonstanten kalkulierte terminale Halbwertszeit von BI-B betrug im

arithmetischen Mittel 19,7 + 4,8 Minuten.
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Abb. 39: terminale Halbwertszeit von BI-3
in der BI-B-Auswaschphase (von 35 [55] min bis 70 [90] min)
im Single-Pass-Modell der IPRL [InC(t) =-0,0373t + 2,92]
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4.2.2.2 terminale Halbwertszeit der Restitution der DPP-IV-Kapazitit

in der BI-B-Auswaschphase

Die terminale Halbwertszeit der Restitution der DPP-IV-Kapazitit zum Abbau von GLP-1 (7-
37) wurde errechnet unter Bezugnahme auf die terminale Halbwertszeit von BI-p3 in der BI-3-
Auswaschphase (von t;3 = 55 min bis tyg = 90 min = t,q). Die zur Basis e logarithmierten
GLP-1-Konzentrationen innerhalb dieser Zeitspanne lagen im arithmetischen Mittel alle auf
einer Funktionsgeraden mit der Steigungskonstante k = 0,0408 min™' (lineare ungewichtete
Regression in halblogarithmischer Darstellung, Excel), wie die Abbildung 40 =zeigt
(Zeitangaben ohne die 20-miniitige Aquilibrierungsphase). Die Halbwertszeit der Restitution
der DPP-IV-Kapazitit wurde nach der Formel t;, = In(2)/k [Derendorf 2002] aus den
individuellen Steigungskonstanten der zur Basis e logarithmierten GLP-1-Konzentrationen

errechnet und betrug im arithmetischen Mittel 19,9 + 16,1 Minuten.
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Abb. 40: terminale Halbwertszeit der DPP-IV-Restitution (GLP-1-Abbau)
in der BI-B-Auswaschphase (von 35 [55] min bis 70 [90] min)
im Single-Pass-Modell der IPRL [InC(t) = -0,0408t + 3,87]
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4.3 in-vitro-Stabilititsversuche

4.3.1 GLP-1-Abbau in Vollblut

4.3.1.1 GLP-1-Abbau in Vollblut bei Raumtemperatur (+20 °Celsius)

Um die DPP-IV-Aktivitdt in Vollblutproben und damit die Stabilitdt der im Laufe der in-vivo-
Infusionsversuche genommenen Blutproben wéhrend der Probenverarbeitung bis zur
Abkiihlung in der Zentrifuge auf +4 °Celsius sicherzustellen, sollte der ungehemmte Abbau
von GLP-1 (7-37) durch plasmaldsliche DPP-IV bei Raumtemperatur (+20 °Celsius) iiber
einen Zeitraum von 120 sec (2 min) quantifiziert werden. Dies sollte die theoretisch nicht
auszuschlieende Situation simulieren, dass der im Probenrdhrchen vorgelegte ,,DPP-IV-
Inhibitor mit seinem geringen Volumen von nur 10 pL sich nicht ausreichend schnell in der
Blutprobe mit einem Volumen von 250 pL (fiir GLP-1-ELISA) beziehungsweise 360 pL (fiir
GLP-1-ELISA und BI-B-Analytik) verteilt und somit der Zeitpunkt der Probenentnahme nicht
mit dem Abstoppen der Degradationsreaktion gleichzusetzen sei. Der Einsatz eines Vortex-
Mixers verbot sich, da es im Interesse der Sensitivitidt des GLP-1-ELISA eine Hamolyse zu
vermeiden galt. Im arithmetischen Mittel fanden sich aber selbst nach 120 sec (2,0 min) noch
88,6 £ 1,6 % der urspriinglich eingesetzten GLP-1-Konzentration ohne DPP-IV-Inhibition,
wie die Abbildung 41 zeigt:

136



100
a Oq\i\F
» —S
+
‘QS§ 80 -
D> =
o o=
O TR 60
wn
O o ®©
SEQ 40
© g £
= T —~
> Q0
£= 201
3
0 T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5
Zeit [min]

Abb. 41: Degradation von GLP-1 (7-37)
= DPP-IV-Aktivitit in Ratten-Vollblut bei Raumtemperatur (+20 °Celsius)

4.3.1.2 GLP-1-Abbau in Vollblut bei Korpertemperatur (+39 °Celsius)

Um den Anteil der plasmaldslichen DPP-1V-Fraktion (sCD26) an der totalen Clearance zu
quantifizieren, wurde GLP-1 (7-37) im Vollblut von vier verschiedenen Tieren {iber
10 Minuten inkubiert. Im natiirlichen Logarithmus der GLP-1-Konzentrationen im Vollblut
lassen sich zwei Geraden mit verschiedener Steigung innerhalb der gesamten Inkubationsszeit
(also von t; = 10 sec [0,167 min] bis ts = 600 sec [10,0 min] = t.,q) unterscheiden. Alle Werte
zwischen t; = 0,167 min und t3 = 1,0 min liegen im arithmetischen Mittel auf einer
Funktionsgeraden mit der Steigungskonstante k = 0,083 min™' (nicht gezeigt), wihrend alle
Werte zwischen t; = 2,0 min und t¢ = 10,0 min = t.,q im arithmetischen Mittel auf einer
Funktionsgeraden mit der Steigungskonstante k = 0,0201 min" (nicht gezeigt) liegen. Die
terminale Halbwertszeit, die sich nach der Formel t;, = In(2)/k [Derendorf 2002] aus dem
letztgenannten k-Wert berechnen lédsst, darf gegeniiber der initialen Halbwertszeit als
dominant angenommen werden, wie das so genannte Abschélverfahren (englisch

,Feathering®, nicht gezeigt) bei der Abbildung 42 nahelegt:
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Abb. 42: Degradation von GLP-1 (7-37)
= DPP-IV-Aktivitit in Ratten-Vollblut bei Korpertemperatur (+39 °Celsius)

Da das gesamte Vollblut eines Sdugerorganismus etwa 7 % der Kdrpermasse ausmacht und
Vollblut eine durchschnittliche Dichte von 1,055 g/mL aufweist [Boylan et al. 1976], diirfen
ungefidhr 66 mL (70 g/1,055 g/mL) pro Kilogramm als relatives Blutvolumen angenommen
werden. Bei Abzug eines durchschnittlichen Hamatokrits bei Rattenbocken von 50 % (laut
GALAS) verbleiben 33 mL Plasma pro Kilogramm als Verteilungsvolumen (Vc). Unter
Bezug auf die dominante Halbwertszeit mit dem k-Wert 0,0201 min™' (lineare ungewichtete
Regression in halblogarithmischer Darstellung, Excel) kann die GLP-1-Clearance durch die
plasmalosliche DPP-IV (sCD26) einfach nach der Formel CL = V¢ % k [Derendorf 2002]
berechnet werden und weist einen Wert von etwa 0,7 (mL/min)/kg auf.

Den Vergleich zwischen den ermittelten beziehungsweise errechneten Clearance-Werten aus
den in-vivo-Infusionsversuchen (vergleiche 4.1.1.5), aus den in-situ-Perfusionsversuchen
(vergleiche 4.2.1.2) und aus den in-vitro-Stabilititsversuchen, jeweils ohne parallele DPP-IV-
Hemmung und bezogen auf eine GLP-1-Konzentration in der jeweiligen Matrix von etwa

100 pmol/L, zeigt die Abbildung 43:
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Abb. 43: Clearance von GLP-1 ohne DPP-IV-Hemmung im Vergleich

(bei einer Matrix-Konzentration von etwa 100 pmol/L)

Der Clearance-Wert aus dem in-vivo-Infusionsversuch ergibt sich bei graphischer Auftragung
der Clearance-Werte unter bestimmten Infusionsraten an exogenem GLP-1 (7-37) bei GLP-1-
Sattigung ohne parallele DPP-IV-Hemmung (vergleiche 4.1.1.5) gegen die zugehorigen GLP-
1-Plasmaspiegel, aus denen sie nach der Formel CL = Ko¢/Css [Gibaldi und Perrier 1982]
errechnet wurden. Dabei zeigt sich eine kontinuierliche Clearance von etwa 60 (mL/min)/kg
im Bereich der GLP-1-Plasma-Konzentration von 50 bis 150 pmol/L (nicht gezeigt). Somit ist
die Vergleichbarkeit mit der Ausgangskonzentration im nativen IPRL-Perfusat von annidhernd
100 pmol/L unabhingig von der Frage der Linearitdt der Eliminationskinetik von GLP-1
gegeben.
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4.3.2 GLP-1-Abbau in Perfusat

Nach der 20-miniitigen Aquilibrierungsphase war das vordem goldgelbe und klare
Perfusionsmedium braunrot und getriibt, so dass die Bedenken im Raum standen, dass trotz
Entblutung wihrend der Préaparation doch noch DPP-IV-aktive Blutreste durch die Perfusion
aus der Leber in das rezirkulierende Perfusat ausgewaschen worden sein konnten. Daher
wurde GLP-1 (7-37) im Perfusat aus zwei Perfusionen (ohne Substrat und ohne Hemmstoft)
iiber 10 Minuten inkubiert. Im arithmetischen Mittel fanden sich aber selbst nach 600 sec
(10,0 min) noch 95,8 + 0,1 % der urspriinglich eingesetzten GLP-1-Konzentration (nicht
gezeigt). Daher wurde der Verlust durch im Perfusat befindliche plasmaldsliche DPP-IV als

vernachldssigbar angesehen.
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5 Diskussion

5.1 Methodendiskussion

5.1.1 Vorteile und Schwachpunkte der Steady-State-Infusion

GLP-1 wird im Organismus sehr rasch eliminiert, wobei der zugrunde liegende enzymatische
Abbau durch das Enzym DPP-IV sittigbar ist. Auf Grund dieser beiden Fakten ist eine exakte
Charakterisierung der Eliminationskinetik von GLP-1 in vivo nur unter Steady-State-
Bedingungen moglich.

Der Schwerpunkt der Betrachtung liegt bei den Steady-State-Infusionsversuchen auf den
resultierenden GLP-1-Plasmaspiegeln beziehungsweise den relativen Steigerungsfaktoren
unter verschiedenen Graden der DPP-IV-Hemmung. Aus diesen lisst sich die Clearance nach
der Formel CL = k¢/Css [Gibaldi und Perrier 1982] einfach und korrekt ableiten. Die rasche
Elimination von GLP-1 erlaubt dabei eine gestufte Steady-State-Infusion zur Bestimmung der
Clearance von GLP-1 bei verschieden hohen resultierenden GLP-1-Plasmaspiegeln an ein und
demselben Tier.

Leider lasst sich die Halbwertszeit in diesem Versuchsmodell aus mehreren Griinden nicht
zuverlédssig genug berechnen: zum einen ist die Genauigkeit der Bestimmung von Werten auf
der Grundlage der Berechnung aus nur zwei (zudem kurz aufeinander folgenden) Punkten
offensichtlich extrem gering (vergleiche 4.1.1.6) und zum anderen ist die derart berechnete
Halbwertszeit in hohem MaBle abhidngig von der GroBenordnung der GLP-1-Plasmaspiegel
unmittelbar vor Absetzen der Infusion. Das beruht wiederum auf der nicht-linearen Kinetik
(Kinetik nullter Ordnung) der metabolischen GLP-1-Elimination durch das Enzym DPP-IV in
vivo, bei der die Halbwertszeit definitionsgeméal nicht konstant ist.

Hinzu kommt die zu beriicksichtigende Tatsache, dass die resultierenden GLP-1-Plasma-
spiegel in Folge der exzessiven Infusionsraten an exogenem GLP-1 iiber 120 (pmol/kg)/h
(GLP-1-Sattigung) deutlich oberhalb der physiologischen GLP-1-Plasma-Konzentrationen
zwischen 1,4 und 30 pmol/L angesiedelt sind. Dies muss sowohl bei der Betrachtung der

gemessenen Clearance als auch bei derjenigen der Halbwertszeit beriicksichtigt werden.
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Bedauerlicherweise befindet man sich diesbeziiglich gewissermaBlen in einer methodo-
logischen Zwickmiihle, da die génzlich unphysiologischen GLP-1-Plasmaspiegel, die aus den
exzessiven Infusionsraten der exogenen Zufuhr resultieren, weitaus genauere Ergebnisse
liefern als die stirker streuenden endogenen GLP-1-Plasma-Konzentrationen. Darin diirfte
auch die Tatsache begriindet liegen, dass alle bisherigen Steady-State-Infusionsversuche
[Oshima et al. 1988, Orskov et al. 1993, Pridal et al. 1996, Deacon et al. 1996 (a), Deacon et
al. 1996 (b)] das physiologischen Spektrum der GLP-1-Plasma-Konzentrationen aufler Acht
gelassen haben.

Ein weiterer Nachteil des gewéhlten Versuchsmodells ist die zentrale Zufuhr von exogenem
GLP-1 {iber die V. jugularis, was nicht dem natiirlichen Inkretionsweg aus den intestinalen L-
Zellen entspricht. Damit wird mit dem Versuchsmodell der Steady-State-Infusionen zwar die
systemische Elimination korrekt betrachtet, die mogliche (und wahrscheinliche) pra-
systemische Elimination bleibt aber unberiicksichtigt. Diesem Mangel wurde durch den Ein-

satz des Versuchsmodells der isoliert perfundierten Ratten-Leber Rechnung getragen.

5.1.2 Vorteile und Schwachpunkte der isoliert perfundierten Ratten-Leber

Der Vorteil des Versuchsmodells der isoliert perfundierten Ratten-Leber (IPRL) ist die
einfache und sichere Erfassung der kinetischen Parameter Halbwertszeit in der Leber,
hepatische Clearance und des hiervon abgeleiteten hepatischen Extraktionsquotienten unter
Ausblendung anderer Einflussfaktoren des Organismus. Der Vergleich mit den Ergebnissen
der in-vivo-Infusionsversuche erlaubt die Abschitzung der Bedeutung der Leber fiir die
Eliminationskinetik von GLP-1 im Gesamtorganismus.

In der Ausblendung anderer Einflussfaktoren des Organismus liegt aber zugleich der
Schwachpunkt der Methode, auch wenn die Leber das zentrale Eliminationsorgan im Sinne
des First-Pass-Effektes zu sein scheint. Zudem ist der Einfluss des DPP-IV-Inhibitors BI-3
auf die totale Clearance des Gesamtorganismus aus der IPRL nicht zuverldssig abzuschitzen.
Da die intrahepatische DPP-IV-Aktivitit nahezu komplett gehemmt wurde, ist die totale
Clearance des Gesamtorganismus den iibrigen Eliminationswegen unterworfen, die an Hand
des Versuchsmodells der IPRL nicht abgeklart werden kdnnen. Desweiteren ist die IPRL ein
artifizielles System mit mehreren nur annidhernd physiologischen Parametern (ausschlieBlich
venose Perfusion, druckbedingte Flussrate, Konzentration und Spezifitidt des Albumins sowie

fehlende Erythrozyten), deren tatséchlicher Einfluss nicht bekannt ist.
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Die scheinbar lineare Kinetik (Kinetik erster Ordnung) angesichts der Abhingigkeit der
Halbwertszeit von der Substrat-Konzentration konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die
gewihlte Substrat-Konzentration weit unterhalb der Sittigung der Enzymkapazitét angesiedelt
ist. Daher wiren weitere Versuche mit verschieden hohen Substrat-Konzentrationen empfeh-

lenswert.

5.1.3 Vorteile und Schwachpunkte der Berechnung der kinetischen Parameter

Sowohl bei der Formel t;; = In(2)/k [Derendorf 2002] als auch bei der Formel MRT = 1/k
[Derendorf 2002] ist kritisch anzumerken, dass diese Formeln nur fiir mono-exponentielle
Funktionen gelten, da die Halbwertszeit und die mittlere Verweildauer nur bei einer linearen
Kinetik (Kinetik erster Ordnung) konstant sind.

Fiir die Schéatzung der Halbwertszeit und der mittleren Verweildauer im durch Steady-State-
Infusion entstehenden Konzentrationsbereich wurde eine hypothetische Mono-Exponentialitit
des Kurvenverlaufs nach Absetzen der Infusion angenommen, obwohl auf Grund der
metabolischen Elimination durch das Enzym DPP-IV von einer nicht-linearen Kinetik
auszugehen war, weshalb das Versuchsmodell der Steady-State-Infusion urspriinglich gewihlt
worden war.

Dennoch so zu verfahren, empfahl sich angesichts der fiir die klinische Betrachtung grof3eren
Anschaulichkeit und der fiir die biologische Wirksamkeit groeren Relevanz der Parameter
Halbwertszeit und mittlere Verweildauer gegeniiber dem Parameter Clearance. Die grofB3ere
Relevanz des Parameters Halbwertszeit ergibt sich aus der Beriicksichtigung des scheinbaren
Verteilungsvolumens bei der Berechnung nach der Gleichung t;, = (In[2] x V¢)/CL
[Derendorf 2002].

Andererseits ist die Clearance besser zur kinetischen Charakterisierung von Wirkstoffen
geeignet, da gleichzeitige Verdnderungen von scheinbarem Verteilungsvolumen und
Clearance (zum Beispiel durch Induktion der Protein-Biosynthese von abbauenden Enzymen
und von bindenden Plasma-Proteinen) die Halbwertszeit unbeeinflusst lassen kdnnen.

Das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State zu berechnen, empfahl sich, da die
GroBenordnung der auf diese Weise ermittelten Werte Riickschliisse auf die an dem

scheinbaren Verteilungsvolumen beteiligten Fliissigkeitsrdume gestattete (vergleiche 4.1.1.4).
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5.1.4 Vorteile und Schwachpunkte der Charakterisierung der GLP-1-Kinetik

Die Verkniipfung und der Vergleich der Daten aus grundsitzlich verschiedenen Versuchs-
modellen muss immer kritisch hinterfragt werden. So ist zum Beispiel der Vergleich der
hepatischen Clearance in der IPRL mit der totalen Clearance in den Steady-State-
Infusionsversuchen nicht als zwingend schliissig zu rechtfertigen. Andererseits hat die
Anwendung mehrerer verschiedener Versuchsmodelle den Vorteil der komplementiren

Beleuchtung verschiedener kinetischer Aspekte durch unterschiedliche Verfahren.
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5.2 Ergebnisdiskussion

5.2.1 in-vivo-Infusionsversuche (Glycin-Isoform im Steady-State)

Bei den in der Literatur anzutreffenden Untersuchungen zur GLP-1-Kinetik unter Infusion
von exogenem GLP-1 wurden bisher nur Einzelbefunde auf der Grundlage einer bestimmten
Auswahl von GLP-1-Infusionsrate und Hemmstoff-Dosis erhoben. Das Peptidhormon GLP-1
unterliegt jedoch primér einer séttigbaren metabolischen Elimination durch das Enzym DPP-
IV, weshalb die gewéhlten Infusionsraten an exogenem GLP-1 beziehungsweise die daraus
resultierenden GLP-1-Plasmaspiegel eine nicht zu unterschitzende Bedeutung im Hinblick
auf die Bewertung der Ergebnisse hat.

In der vorliegenden Arbeit werden erstmals die resultierenden Plasmaspiegel an GLP-1 in
Folge von gestuften, das heiflt systematisch diversifizierten Infusionsraten und Hemmstoft-
Dosen im Hinblick auf ihren Einfluss auf die GLP-1-Kinetik beschrieben. Dadurch konnte
zum einen die Eliminationskinetik von GLP-1 systematisch charakterisiert, zum anderen die
Dosis-Findung fiir den DPP-IV-Inhibitor unterstiitzt und zum dritten der maximale Effekt der
DPP-IV-Inhibition auf die Steigerung der GLP-1-Plasmaspiegel beschrieben werden.
Desweiteren darf die Rolle der physiologischen GLP-1-Plasma-Konzentrationen zwischen 1,4
und 30 pmol/L nicht unterschitzt werden. Die in der vorliegenden Arbeit gewdihlten
Infusionsraten an exogenem GLP-1 von 12, 40 und 120 (pmol/kg)/h resultieren (nach
Subtraktion der Basislinien) in GLP-1-Plasmaspiegeln im genannten Spektrum. Friihere
Steady-State-Infusionsversuche an Ratten [Oshima et al. 1988], an Hunden [Pridal et al. 1996]
und an Schweinen [Deacon et al. 1996 (a), Deacon et al. 1996 (b)] lieBen dies
unberiicksichtigt und haben resultierende GLP-1-Plasmaspiegel gewihlt, die weit oberhalb
der physiologischen GLP-1-Plasma-Konzentrationen lagen. Bei den Infusionsversuchen an
Schweinen sind allerdings gravierende Unterschiede in Abhéngigkeit vom angewandten
Assay festzustellen [Deacon et al. 1996 (a), Deacon et al. 1996 (b)]. Lediglich bei Steady-
State-Infusionsversuchen an Menschen [Orskov et al. 1993] wurden zwar niedrigere, aber
immer noch unphysiologisch hohe resultierende GLP-1-Plasmaspiegel iiber 100 pmol/L
gewdhlt (vergleiche 5.1.1).
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5.2.1.1 Halbwertszeit von GLP-1

Eine korrekte Charakterisierung der Halbwertszeit von GLP-1 in vivo in Abhdngigkeit von
der Infusionsrate an exogenem GLP-1 oder vom DPP-IV-Hemmungsgrad ist aus
theoretischen und praktischen Griinden der gewihlten Methode nicht moglich (vergleiche
5.1.1). Somit fungiert der Vergleich der Halbwertszeiten (vergleiche 4.1.3.3) lediglich als ein
Hinweis auf eine Tendenz. Die GroBenordnung der mittels des gewihlten Zwei-
punktverfahrens errechneten Halbwertszeit ohne parallele DPP-IV-Hemmung lag mit
0,5 £ 0,1 Minuten deutlich unter der in der Literatur anzutreffenden Halbwertszeit von
durchschnittlich 3,5 £ 1,9 Minuten (vergleiche 2.5.3). Zur exakten (wenn auch nur organ-
bezogenen) Quantifizierung der GLP-1-Halbwertszeit sei auf die Ergebnisdiskussion der in-
situ-Perfusionsversuche verwiesen.

Die im Rahmen der Steady-State-Infusionsversuche ermittelte GLP-1-Halbwertszeit ohne
parallele DPP-IV-Hemmung von 0,5 = 0,1 Minuten kann verniinftigerweise nur mit einer
GLP-1-Halbwertszeit verglichen werden, die auch von vergleichbaren GLP-1-Plasmaspiegeln
(26 = 3 pmol/L GLP-1 ohne BI-B) vor Absetzen der Infusion ausgeht, da auf Grund der
metabolischen Elimination durch das Enzym DPP-IV vom Vorliegen einer nicht-linearen
Kinetik (Kinetik nullter Ordnung) ausgegangen werden muss. Die einzigen Halbwertszeiten,
die diesem Ausgangsplasmaspiegel an GLP-1 entsprechen, sind die GLP-1-Halbwertszeit
unter niedrigster DPP-IV-Hemmung mit 0,9 + 0,1 Minuten (38 + 4 pmol/L GLP-1) und
anndhernd noch die GLP-1-Halbwertszeit unter mittlerer DPP-IV-Hemmung mit
2,2 £ 0,6 Minuten (73 + 7 pmol/L GLP-1).

Im Ganzen gesehen ergibt sich hier jedoch ein ganz dhnliches Bild wie jenes, das sich bei der
Zusammenfassung der Steigerungsfaktoren bereits als Tendenz abzeichnete (4.1.3.1). Die
deutlichste Verldngerung der Halbwertszeit ist ebenso wie die stérkste Steigerung des GLP-1-
(7-37)-Plasmaspiegels unter der Wirkung der niedrigen DPP-IV-Hemmung zu verzeichnen.
Allerdings ist die Verldngerung der Halbwertszeit oberhalb der sub-niedrigen DPP-1V-
Hemmung nicht signifikant. Dies ist konsistent mit den Ergebnissen der totalen Clearance,
was auf Grund der gegenseitigen Abhédngigkeit dieser beiden kinetischen Parameter, wie sie
in der Gleichung t;2 = (In[2] x V¢)/CL [Derendorf 2002] zum Ausdruck kommt, nicht anders

Zu erwarten war.
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5.2.1.2 Clearance und Verteilungsvolumen im Steady-State von GLP-1

Offensichtlich sinkt die Clearance von GLP-1 mit steigender Dosis an GLP-1, das heil3t, die
Féhigkeit des Organismus zum Substrat-Abbau nimmt ab, wahrscheinlich da die Degradation
(unter anderem durch das abbauende Enzym DPP-1V) gesittigt wird. Die Entscheidung fiir
das Versuchsmodell der Steady-State-Infusionen war folglich richtig, da die Clearance nur im
Steady-State korrekt bestimmt werden kann, wenn die Kinetik auf Grund der hier
vorliegenden metabolischen Elimination durch das Enzym DPP-IV nicht-linear ist.

Die Clearance von GLP-1 differenziert nach der Infusionsrate an exogenem GLP-1 sinkt
entsprechend der séttigbaren Elimination (nicht-lineare Kinetik oder Kinetik nullter Ordnung)
mit steigender Infusionsrate ab (von 12 auf 40 [pmol/kg]/h um durchschnittlich 36 + 7 %
beziehungsweise von 12 auf 120 [pmol/kg]/h um durchschnittlich 39 + 8 %), so dass die
deutlichste Absenkung des Clearance-Wertes unter jeweils identischer DPP-IV-Hemmung
bereits im Bereich der physiologischen GLP-1-Plasma-Konzentrationen zwischen 1,4 und
30 pmol/L zu finden ist und héhere GLP-1-Infusionsraten zu keiner weiteren Absenkung der
Clearance fiihren.

Bei graphischer Auftragung der Clearance-Werte unter den Infusionsraten 12, 40 und
120 (pmol/kg)/h an exogenem GLP-1 (7-37) ohne parallele DPP-IV-Hemmung (vergleiche
4.1.1.5) gegen die zugehorigen GLP-1-Plasmaspiegel, aus denen sie nach der Formel
CL = Kk¢/Css [Gibaldi und Perrier 1982] errechnet wurden, zeigt sich die erwartungsgemaf
deutliche Abhéngigkeit des kinetischen Parameters Clearance vom zeitgleich vorliegenden
GLP-1-Plasmaspiegel (nicht gezeigt). So konnen im Bereich der physiologischen GLP-1-
Plasma-Konzentrationen zwischen 1,4 und 30 pmol/L Clearance-Werte zwischen 140 und
70 (mL/min)/kg auftreten. Werden die GLP-1-Plasmaspiegel durch Steady-State-Infusion
versuchsbedingt liber die physiologischen Grenzen hinaus gesteigert, so sind noch niedrigere
Clearance-Werte zu erwarten. Im Lichte dieses Zusammenhangs betrachtet, scheint die
Autorengruppe mit den Clearance-Werten um 112 £ 7 (mL/min)/kg [Deacon et al. 1996 (a),
Hassan et al. 1999] noch eher die physiologischen Verhiltnisse widerzuspiegeln, wéihrend die
Autorengruppe mit den Clearance-Werten um 18 + 5 (mL/min)/kg [Oshima et al. 1988,
Orskov et al. 1993, Pridal et al. 1996] wahrscheinlich den Nebeneffekten des eigenen
Versuchsdesigns — ndmlich unphysiologisch hohen resultierenden GLP-1-Plasmaspiegeln —

unterlegen ist.
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Allerdings steigt die Clearance (und damit die Zunahme der Abbaufiéhigkeit) unter exzessiven
Infusionsraten an exogenem GLP-1 wieder an. Dieser Wiederanstieg der Clearance-Werte
unter der GLP-1-Infusionsrate von 1.500 (pmol/kg)/h koénnte zum einen die Folge einer
forcierten Diurese durch Anstieg des intravasalen Druckes auf Grund der mit hohen
Infusionsraten einhergehenden hohen Infusionsvolumina zu sehen sein. Zum anderen konnte
der Wiederanstieg der Clearance-Werte durch eine Freisetzung der intrazelluldr (lysosomal)
lokalisierten DPP-II auf Grund von zytotoxischen Effekten dieser exzessiv hohen Dosen
bedingt sein.

Die GroBenordnung des scheinbaren Verteilungsvolumens im Steady-State erlaubt den
sicheren Riickschluss auf eine ausschlieBliche Verteilung im Extrazelluldrraum, da dieser
160 mL/kg (45 mL/kg Plasma + 115 mL/kg interstitielle Fliissigkeit) [Boylan et al. 1976]
umfasst. Dies ist gleichwohl lediglich eine Bestdtigung der Erwartung an das Verteilungs-

verhalten eines derartigen Peptids.

5.2.1.3 Abhingigkeit der GLP-1-Kinetik vom DPP-IV-Hemmungsgrad

Die Betrachtung der Abhingigkeit der Steigerungsfaktoren und der Clearance-Werte vom
DPP-IV-Hemmungsgrad, das heifit von den Plasma-Konzentrationen des Inhibitors BI-f3, ist
primdr von pharmakologischem Interesse unter dem Aspekt der Dosis-Findung beziehungs-
weise des so genannten PK-PD-Modellings (der Korrelationsbeschreibung zwischen dem
pharmakokinetischen Schicksal eines Wirkstoffes und seinen pharmakodynamischen
Effekten). Ein Vergleich der hier fiir den DPP-IV-Inhibitor BI-B vorliegenden Ergebnisse mit
den Effekten der DPP-IV-Hemmung durch in friiheren Arbeiten eingesetzten DPP-IV-
Inhibitoren wiirde mit den dann erforderlichen umfangreichen enzymkinetischen

Einlassungen der Rahmen der vorliegenden Arbeit bei weitem tiberschreiten.

Steigerungsfaktoren von GLP-1 nach dem DPP-1V-Hemmungsgrad

Die Steigerungsfaktoren, das heifit die relative Erhohung der GLP-1-Plasmaspiegel durch
parallele Infusion des DPP-IV-Inhibitors BI-f, nehmen mit zunehmender Infusionsrate an
exogenem GLP-1 signifikant ab (von 12 auf 40 [pmol/kg]/h um durchschnittlich 10+ 5 %
beziehungsweise von 12 auf 120 [pmol/kg]/h um durchschnittlich 23 + 9 %)).
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Somit sind die stirksten Steigerungen im Bereich der physiologischen GLP-1-Plasma-
Konzentrationen anzutreffen, die geringsten hingegen bei exzessiven GLP-1-Infusionsraten
von 300 (pmol/kg)/h (von 12 auf 300 [pmol/kg]/h um 31 %). Da in der vorliegenden Arbeit
zum ersten Mal ein Versuchsdesign mit gestuften, das heifit systematisch diversifizierten
Infusionsraten angewandt wurde, ist ein Vergleich mit der Literatur nicht moglich.

Optimale, das heiit durch BI-B-Dosiserhohung nicht weiter signifikant anhebbare
Steigerungsfaktoren der GLP-1-Plasmaspiegel (ndmlich Steigerungsfaktor 4,0 unter der den
durchschnittlichen physiologischen GLP-1-Plasma-Konzentrationen am besten entsprechen-
den GLP-1-Infusionsrate von 12 [pmol/kg]/h) werden bereits unter Dosen des DPP-IV-
Hemmstoffs BI-B erreicht, die zu Plasma-Konzentrationen des Inhibitors von etwa

0,4 pmol/L fithren (niedrige DPP-IV-Hemmung — vergleiche 4.1.2.9).

Clearance von GLP-1 nach dem DPP-1V-Hemmungsgrad

Die Clearance von GLP-1 kann mit Gabe des DPP-IV-Hemmstoffes BI- auf tiefstens
10 (mL/min)/kg absinken, da dieser Wert der GFR in der Niere enspricht. Als Referenzgrofe
wird die Inulin-Clearance der Ratte mit rund 10 (mL/min)/kg beziffert [Harvey und Malvin
1965, Wiithrich 2000]. Unter maximaler DPP-IV-Blockade durch mittlere DPP-IV-Hemmung
(bei GLP-1-Sittigung mit 300 [pmol/kg]/h GLP-1 [7-37] — vergleiche 4.1.2.7) ist die
Differenz zwischen dem dann erreichten Clearance-Wert von 22 + 2 (mL/min)/kg und der
genannten renalen Clearance von 10 (mL/min)/kg gleich der Summe der alternativen
Eliminationswege, also etwa 12 (mL/min)/kg.

Die Clearance-Werte differenziert nach dem DPP-IV-Hemmungsgrad sinken nicht-linear mit
steigendem DPP-IV-Hemmungsgrad ab, allerdings signifikant nur bis zur sub-niedrigen DPP-
IV-Hemmung (von 0 auf niedrigste DPP-IV-Hemmung um durchschnittlich 36 +9 %
beziehungsweise von 0 auf sub-niedrige und hohere DPP-IV-Hemmung um durchschnittlich
68 £4 9%). Somit werden minimale, das heilt durch BI-B-Dosiserhohung nicht weiter
absenkbare Clearance-Werte bereits unter Dosen des DPP-IV-Hemmstoffs BI-f erreicht, die
zu Plasma-Konzentrationen des Inhibitors von etwa 0,06 umol/L fiithren (sub-niedrige DPP-
IV-Hemmung — vergleiche 4.1.3.2).

In der Zusammenschau der Abhingigkeit der Steigerungsfaktoren und der Abhédngigkeit der
Clearance-Werte vom DPP-IV-Hemmungsgrad liegt der Schluss nahe, dass mit einer Plasma-
Konzentration des DPP-IV-Hemmstoffes BI- im Bereich von 0,04 und 0,6 pmol/L bereits
die maximale DPP-IV-Inhibition erreicht ist.
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5.2.1.4 Blutzuckerspiegel unter GLP-1-Infusion

Tatsachlich ist unter DPP-IV-Hemmung durch BI-$ eher eine Erh6hung als eine Absenkung
des Blutzuckerspiegels zu beobachten. Mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit kann
jedoch ein Insulin-Release durch erhohte GLP-1-Plasmaspiegel ausgeschlossen werden.

Ein moglicher Erklarungsansatz fiir die unter DPP-IV-Hemmung erhdhten Blutzuckerspiegel
wiren unerwiinschte Wirkungen der Substanz im Sinne einer zelluldren Stressung, die durch
Botenstoffe zur Aktivierung des Stresshormon-Systems gefiithrt haben konnte. Ob die
anscheinend den Blutzuckerspiegel erhohende Wirkung der parallelen DPP-IV-Hemmung ein
methodischer Nebeneffekt ist (zum Beispiel durch den zweiten Jugularis-Katheter) oder ein
Substanzeffekt von BI-f und damit eventuell auf eine pharmakotherapeutische Kontra-
indikation (vergleiche 1.3.3) hinweist, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Der terminale Anstieg des Blutzuckerspiegels sowohl mit als auch ohne parallele DPP-IV-
Hemmung diirfte hochst wahrscheinlich auf die hypovoldmische Stressung zuriickzufiihren
sein, die die Abnahme relativ groBBer Blutvolumina in kurzen Zeitabstdnden hintereinander

unvermeidlich bedeutet.

5.2.2 in-situ-Perfusionsversuche (isoliert perfundierte Ratten-Leber)

5.2.2.1 GLP-1-Kinetik in der rezirkulierenden IPRL

Halbwertszeit von GLP-1 in der rezirkulierenden IPRL

In den bisherigen Untersuchungen zur Halbwertszeit von GLP-1 wurden entweder in-vitro-
Verfahren verwendet, die kaum dazu geeignet waren, die tatséchlichen physiologischen
Verhiltnisse wiederzugeben, oder in-vivo-Untersuchungen, die — wie die Steady-State-
Infusionsversuche der vorliegenden Arbeit — den Imponderabilien von extremer Kiirze der
Halbwertszeit und geringer Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf Grund der Abhéngigkeit vom
Ausgangsniveau der GLP-1-Plasma-Konzentration unterworfen waren. Indem hier zum ersten
Mal das Substrat GLP-1 (in beiden Isoformen) dem bekannten in-situ-Versuchsmodell der
isoliert perfundierten Ratten-Leber (IPRL) unterzogen wird, wird zugleich ein Mittelweg
zwischen der wenig physiologischen in-vitro-Situation und der schlecht messbaren in-vivo-

Situation begangen. Ein Vergleich mit der Literatur ist deshalb nicht mdglich.
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Die tatsdchlich unphysiologisch hohe Ausgangskonzentration von GLP-1 im nativen Perfusat
von liber 100 pmol/L war nétig, um den Abfall der Konzentration durch die intrahepatische
Elimination {iberhaupt zeigen zu konnen. Daher wurde die hepatische Clearance auch dem
entsprechenden Wert unter einer anndhernd gleich hohen Matrix-Konzentration in vivo
gegeniibergestellt (vergleiche 4.3.1.2).

Das Hauptaugenmerk bei der Betrachtung der Ergebnisse der IPRL im rezirkulierenden
Modell ruht auf der Halbwertszeit, da dieser Parameter mit der Formel t;, =In(2)/k
[Derendorf 2002] ohne Einfluss anderer Faktoren direkt aus der Steigungskonstante k
errechnet wird. Die Halbwertszeit ist mit 5,0 + 1,3 Minuten fiir die Amid-Isoform und mit
6,1 £ 1,6 Minuten fiir die Glycin-Isoform (im arithmetischen Mittel aller neunzehn Lebern
5,7 = 1,5 Minuten) zu beziffern. Der Unterschied zwischen den Isoformen ist mit p = 0,114
nicht signifikant.

Die Abhédngigkeit der Halbwertszeit von der Substrat-Konzentration folgt auf Grund der
metabolischen Elimination durch das Enzym DPP-IV einer nicht-linearen Kinetik (Kinetik
nullter Ordnung). Dass diese Abhédngigkeit hier dennoch als linear erscheint, konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass die gewéhlte Substrat-Konzentration weit unterhalb der Sittigung
der Enzymkapazitit angesiedelt ist.

Wie die Berechnung des scheinbaren Verteilungsvolumens im Steady-State gezeigt hat,
iiberschreitet das Peptidhormon GLP-1 im Bereich der physiologischen GLP-1-Plasma-
Konzentrationen erwartungsgemifl nicht die Grenzen des Extrazelluldrraumes (vergleiche
5.2.1.2). Vor diesem Hintergrund ldsst sich die Aussage treffen, dass jede in-vivo-
Halbwertszeit, die gleichgro3 oder sogar groBer als die mit ausreichender Exaktheit
gemessene in-situ-Halbwertszeit von GLP-1 mit 5,7 = 1,5 Minuten ist [Oshima et al. 1988,
Orskov et al. 1993], nicht der tatsdchlichen in-vivo-Halbwertszeit entsprechen kann, da die
tibrigen Eliminationsorgane die GLP-1-Halbwertszeit mit an Sicherheit grenzender
Wabhrscheinlichkeit weiter verkiirzen. Nichtsdestoweniger legt der Vergleich der hepatischen
Clearance-Werte der IPRL mit den totalen Clearance-Werten der Steady-State-Infusions-
versuche eine iiberragende Rolle der Leber fiir die GLP-1-Elimination nahe (vergleiche
4.3.1.2).

In Anwesenheit des DPP-IV-Hemmstoffes BI-f3 in einer Perfusat-Konzentration, die den BI-
B-Plasmaspiegeln durch niedrige DPP-IV-Hemmung entsprechen, verldngert sich die
Halbwertszeit von GLP-1 im in-situ-Perfusionsversuch von 5,7 + 1,5 auf 230 + 135 Minuten
— ein Wert, der verniinftigerweise nur in seiner ungefihren Gro3enordnung registriert werden

sollte.
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Nichtsdestoweniger wird dadurch deutlich, dass eine DPP-IV-Hemmung in maximal
wirksamer Dosis unzweifelhaft zu einer signifikanten Verlingerung der GLP-1-Halbwertszeit
fiihrt. Eine kaum messbare Verdnderung der Halbwertszeit durch DPP-IV-Hemmung in noch
hoéherer Dosierung von 1,5 = 0,4 auf 1,9 = 0,5 Minuten [Deacon et al. 1996 (b)] erscheint
daher wenig plausibel und eher durch die grundsétzlich problematische Messung der GLP-1-

Halbwertszeit im Rahmen eines Infusionsversuches verursacht.

hepatische Clearance von GLP-1 in der rezirkulierenden IPRL

Die Berechnung der hepatischen Clearance nach der Formel CL = k x Ve [Derendorf 2002]
dient primdr dem Vergleich mit der totalen Clearance des Gesamtorganismus im Steady-
State-Infusionsversuch bei gleichen Ausgangskonzentrationen im Plasma wie im Perfusat, um
auf diesem Wege den Beitrag der Leber zur in-vivo Elimination von GLP-1 zu quantifizieren.
Die hepatische Clearance betrdgt im arithmetischen Mittel aller neunzehn Lebern
10 £ 2 mL/min beziehungsweise auf die Korpermasse bezogen 34 + 8 (mL/min)/kg und
macht damit mehr als die Hailfte der totalen Clearance in vivo aus, welche bei einer
vergleichbaren Ausgangskonzentration von 100 pmol/L. mit 60 (mL/min)/kg zu beziffern ist
(vergleiche 4.3.1.2). Der Anteil der hepatischen Clearance an der totalen Clearance betrigt
somit 57 + 13 % und unterstreicht damit die primire Rolle der Leber in der gesamten
Elimination.

Dem statistisch signifikanten Unterschied zwischen den auf die Korpermasse bezogenen
Clearance-Werten der beiden Isoformen (p = 0,014) ist der statistisch nicht signifikante
Unterschied zwischen den Halbwertszeiten der beiden Isoformen (p = 0,114) gegeniiber-
zustellen, wobei sich beide Parameter aus der Eliminationsgeschwindigkeitskonstante k
errechnen. Ob der grenzwertig (nicht-)signifikante Unterschied zwischen den organ-
spezifischen Clearance-Werten der beiden Isoformen (p = 0,059) denjenigen des Parameters
unter Berticksichtigung der gesamten Korpermasse bei groferer Stichprobenzahl bestétigt,
bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. Angesichts der GrdoBenordnung der Werte

entspricht allerdings auch einer statistischen Signifikanz kaum eine biologische Relevanz.

hepatischer Extraktionsquotient von GLP-1 in der rezirkulierenden IPRL

Der hepatische Extraktionsquotient lag mit dem arithmetischen Mittelwert von 30 + 11 % im

unteren Drittel des Spektrums. Ein Extraktionsquotient unter 30 % gilt nach der {iblichen
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Klassifikation als niedrig [Rowland und Tozer 1995 (b)]. Dies steht im Einklang mit der
geringen Abhdngigkeit der Halbwertszeit von der Flussrate, so dass GLP-1 als so genanntes
,Low-Extraction-Substrat klassifiziert werden darf, das heil3t, die hepatische Elimination ist
in erster Linie von der intrinsischen Clearance (CLiy) durch die katalytische Aktivitit der
intrahepatischen DPP-IV sowie vom freien Anteil an GLP-1 (fy) beziehungsweise von seiner
Bindung an Blutbestandteile und weniger vom Leberblutfluss (Qy) abhéngig. Man kann also
im Falle des Peptidhormons GLP-1 von einer kapazitétslimitierten Clearance oder restriktiven
Elimination (im Gegensatz zu einer perfusionslimitierten Clearance oder nicht-restriktiven
Elimination bei ,,High-Extraction-Substraten*) der Leber sprechen. Demnach gehen nur etwa
30 % des vom Darm sezernierten GLP-1 im First-Pass der Leber verloren und stehen in vivo

den im systemischen Kreislauf nachgeschalteten 3-Zellen nicht mehr zur Verfiigung.

5.2.2.2 GLP-1-Kinetik in der Single-Pass-IPRL

Die Beschreibung der GLP-1-Kinetik, ndmlich die Halbwertszeit von GLP-1 in der
Auswaschphase des DPP-IV-Hemmstoffs BI-f3 dient primér als Indikator fiir die Halbwerts-
zeit der Restitution der katalytischen Aktivitit der DPP-IV beziehungsweise als MaB fiir die
Geschwindigkeit der Abdiffusion (,,Off-Kinetik*) des Inhibitors BI-f von seinem ,,Rezeptor*
DPP-IV.

Die beiden Hypothesen zur Erkldrung fiir die ,,JJa/Nein-Antwort* (mit Hemmstoff/ohne
Hemmstoff) in der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Hemmstoff-Dosis und Steigerungs-
wirkung auf die GLP-1-Plasmaspiegel waren: zum einen die Moglichkeit, dass die gewidhlten
Hemmstoff-Dosen zu hoch und damit weit jenseits der ICsy angesiedelt waren (vergleiche
4.1.2.4) und zum anderen die Mdglichkeit, dass der Inhibitor sehr rasch an den ,,Rezeptor*
DPP-IV andockte, aber allzu langsam von selbigem wieder abdiffundierte, so dass das
katalytische Zentrum der DPP-IV bereits von BI-f besetzt war, wenn die exogen zugefiihrten
Substratmengen anfluteten.

Der Unterschied der Steigungskonstanten der Funktionsgeraden von tjp = 46 min bis t;; =
50 min und der Funktionsgeraden von t;3 = 55 min bis t,p = 90 min = t.,g legt den Schluss
nahe, dass wihrend der initialen Halbwertszeit (in den ersten 5 bis 10 Minuten) der BI-[3-
Auswaschphase ein Auswaschen auch von anderen Bindungsstellen als wihrend der
terminalen Halbwertszeit erfolgt. Da die Extraktionsrate von GLP-1 (7-37) innerhalb dieser
terminalen Halbwertszeit wieder das ungehemmte Ausgangsniveau erreicht (also die

katalytische Aktivitit von DPP-IV offenbar vollkommen wiederhergestellt ist), ist zudem
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davon auszugehen, dass die Bindungsstellen der terminalen Halbwertszeit iberwiegend nicht
mit DPP-IV identisch sind. In diesem Zusammenhang ist auch an eine bilidre Exkretion zu
denken, die durch Unterlassung der Katheterisierung des Gallengangs unbemerkt zuriick in
das Perfusat gelangt sein konnte. Dieser Aspekt ist auch konsistent mit der etwa 100-fach
hoheren Anreicherung von BI-B im Lebergewebe als im Perfusat, wie aus der IPRL im
rezirkulierenden Modell bekannt ist, da diese von der groen Kapazitit der Leber zur
unspezifischen Bindung von BI- im Lebergewebe zeugt.

Die Restitution der katalytischen Aktivitdt der DPP-IV im Single-Pass-Modell der IPRL darf
groBBenordnungsmaifig als MaB fiir die Off-Kinetik des Inhibitors BI-§ vom ,,Rezeptor* DPP-
IV angenommen werden und spricht somit eindeutig fiir eine Halbwertszeit der Off-Kinetik
kleiner als 30 Minuten. Diese Halbwertszeit ist angesichts der Dauer der Steady-State-
Infusionen nicht als lang anzusehen im Sinne der beschriebenen Besetzung des katalytischen
Zentrums der DPP-1V.

Im Lichte dieses Ergebnisses und der Ergebnisse des Steady-State-Infusionsversuchs mit
niedrigster DPP-IV-Hemmung (ndmlich Zwischenwerte sowohl der totalen Clearance als
auch der Steigerungsfaktoren von GLP-1) ldsst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass mit
Plasmaspiegeln des DPP-IV-Hemmstoffs BI-f zwischen 0,06 und 0,4 pmol/L bereits
maximale DPP-IV-Inhibition erreicht ist.

Die offenbar vollstdndige Wiederherstellung der katalytische Aktivitdt von DPP-IV am Ende
der Auswaschphase, obwohl im Perfusat noch Hemmstoff in relevanter GroéBenordnung
messbar ist, sowie das scheinbare Verteilungsvolumens im Steady-State (Vss) von etwa 100-
fach hoherer Anreicherung von BI- im Lebergewebe im Vergleich zum Perfusat unterstiitzen
die bereits im Zusammenhang mit der terminalen Halbwertszeit angesprochene Annahme,
dass es eine (parenchymal-hepatische oder endotheliale) Gewebebindung des DPP-1V-
Inhibitors abseits des ,,Rezeptors* DPP-IV gibt.

Die Tatsache, dass es unter DPP-IV-Hemmung im mikromolaren Bereich dennoch nur zu
einer etwa 50 %-igen Hemmung beziehungsweise nur zu einer anderthalbfachen Steigerung
kommit, ist ebenso wie das tendenzielle Absinken der Steigerungsfaktoren unter hohen BI-(3-
Dosen in den Steady-State-Infusionsversuchen (vergleiche 4.1.2.9) theoretisch auf zyto-
toxische Effekte zuriickzufiihren, wodurch die intrazelluldr (lysosomal) lokalisierte DPP-II
freigesetzt worden sein konnte, welche somit zur Absenkung des GLP-1-Plasmaspiegels
durch zusétzliche Inaktivierung des Peptidhormons beigetragen haben konnte. Dagegen
spricht allerdings die Tatsache, dass das Perfusat am Ende des Versuchs praktisch frei von

DPP-IV-Aktivitdt ist, wie die in-vitro-Stabilitdtstests zeigen. Noch weniger wahrscheinlich,
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wenngleich im Rahmen dieser Arbeit nicht mit Sicherheit auszuschlieBen, sind Cluster-
bildungen des DPP-IV-Inhibitors bei hohen Plasmaspiegeln, der dann durch diese
Aggregation zu Polymeren nicht mehr an den biologischen ,,Rezeptor DPP-IV andocken
kann. Diese Moglichkeit erscheint unter anderem deshalb weniger wahrscheinlich, weil sich
auch das Verhalten der Steigerungsfaktoren bei den Steady-State-Infusionsversuchen in
Abhingigkeit von den GLP-1-Infusionsraten unterscheidet: geringe exogene GLP-1-Plasma-
spiegel zeigen den Abfall der Steigerung unter hohen Inhibitor-Dosen in viel stirkerem Maf3e

als mittlere und hohe GLP-1-Plasmaspiegel.

5.2.3 1n-vitro-Stabilitatsversuche

Versuche in unterschiedlichen Matrices wie Plasma [Wettergren et al. 1998] und Serum
[Kieffer et al. 1995, Hinke et al. 2002] — noch dazu von so verschiedenen Spezies wie Mensch
[Hinke et al. 2002] und Ratte [Kieffer et al. 1995] und in verschiedenen Verdiinnungen — zu
vergleichen ist nicht unproblematisch, wenngleich zumindest der Unterschied zwischen den
Matrices Plasma (mit Blutgerinnungsfaktoren) und Serum (ohne Blutgerinnungsfaktoren)
keinen Einfluss auf die Degradation von GLP-1 durch DPP-1V haben diirfte.

Die Beschreibungsversuche der GLP-1-Kinetik auf der Basis von in-vitro-Untersuchungen,
die sich zudem gezwungermalen auf die Halbwertszeit beschrinken, sind inaddquat und nicht
geeignet zur Charakterisierung der Eliminationskinetik von GLP-1 im Organismus. Dies wird
deutlich im Vergleich sowohl zu den in-vivo-Daten aus der Literatur als auch zu den
Ergebnissen der in-vivo-Infusionsversuche und der in-situ-Perfusionsversuche der vor-
liegenden Arbeit.

Durchaus vergleichbar erscheinen aber die in-vitro-Daten aus der Literatur mit den in-vitro-
Stabilitidtsversuchen. So liegt die dominante terminale Halbwertszeit von 100 pmol/L GLP-1
(7-37) inkubiert in Rattenvollblut bei +39 °Celsius mit 40 + 17 Minuten (vergleiche 4.3.1.2)
in der GroBenordnung der Halbwertszeit von 400 pmol/L der Glycin-Isoform inkubiert in
unverdiinntem Human-Plasma bei +37 °Celsius mit 32 + 3 Minuten [Wettergren et al. 1998].
Diese Vergleichbarkeit der Gré3enordnung der terminalen Halbwertszeit trotz der sehr unter-
schiedlichen Substrat-Konzentrationen konnte darauf hindeuten, dass die nicht-lineare Kinetik
(Kinetik nullter Ordnung) der metabolischen Elimination durch das Enzym DPP-IV bei den
in-vitro-Versuchen in den Hintergrund tritt zu Gunsten einer nicht-enzymatischen
Inaktivierung, die auf Grund der linearen Kinetik (Kinetik erster Ordnung) eine konstante, das

heifit von der Substrat-Konzentration unabhidngige Halbwertszeit aufweist.
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5.3 Schlussfolgerungen

In den letzten Jahren wurden im Interesse der Verminderung (Reduction) und Vermeidung
(Replacement) von Tierversuchen vermehrt Anstrengungen unternommen, in-vitro-
gewonnene Daten auf in-vivo-gegebene Verhiltnisse zu extrapolieren. Die in-vitro-
gemessenen Halbwertszeiten des glukagondhnlichen Peptids-1 sind jedoch offensichtlich
sowohl hinsichtlich ihrer GroBenordnung als auch in Bezug auf die postulierten Unterschiede
zwischen den beiden GLP-1-Isoformen von geringer Aussagekraft flir die in-vivo-gegebenen
Verhiltnisse.

Die Verwendung von kombinierten Steady-State-Infusionen ist ein geeignetes Verfahren zur
Dosis-Findung fiir DPP-IV-Inhibitoren, soweit man die GréBenordnung der in vivo
tatsdchlich bestehenden GLP-1-Plasma-Konzentrationen im Auge behilt.

Keine der in der Literatur zitierten oder in dieser Arbeit verwendeten Methoden ist alleine fiir
sich genommen dazu geeignet, die Eliminationskinetik eines Enzymsubstrates in toto zu
charakterisieren. Erst die Kombination mehrerer Verfahren ermoglicht die Erfassung der
wichtigsten kinetischen Parameter. Allerdings muss dann immer auch die Gewichtung der
Ergebnisse aus verschiedenen Verfahren kritisch diskutiert werden.

Trotz der hervorragenden Rolle, die die Leber beim First-Pass-Effekt spielt, kommen von den
im Darm gebildeten GLP-1-Molekiilen kontinuierlich (weil von der Flussrate unabhéngig)
immerhin 70 % im systemischen Kreislauf (und folglich bei den B-Zellen des endokrinen
Pankreas) an. Damit ist es der Natur anscheinend gelungen, die Bedeutung der Filterfunktion
der Leber im Interesse der Bioverfiigbarkeit von GLP-1 und damit der Funktion der entero-

insularen Achse gering zu halten.
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6 Zusammenfassung

Orale und intravendse Glukose-Applikationen fiihren zu vergleichbar hohen Blutzucker-
spiegeln, aber zu unterschiedlich hohen Insulin-Ausschiittungen. Spezialisierte Darmzellen
reagieren auf Glukose im Chymus mit Ausschiittung von Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1)
in die portale Blutbahn, einem Peptidhormon, das die B-Zellen fiir den folgenden Glukose-
Reiz sensibilisiert und somit selektiv unter erhohten Blutzuckerspiegeln die Insulin-
Freisetzung verstirkt, ohne diese selber zu provozieren. Die Funktion dieser entero-insularen
Achse wird von der korpereigenen Dipeptidyl-Peptidase-IV (DPP-IV) limitiert.

Der gegenwirtig modernste Ansatz in der humanmedizinischen Behandlung des nicht-insulin-
abhingigen Diabetes mellitus (NIDDM) zielt auf die Hemmung der DPP-IV ab, um die GLP-
1-Plasma-Konzentration zu erhéhen und um dadurch wiederum den Insulin-Release in
Abhingigkeit von erhohten Blutzuckerspiegeln zu steigern. Im Vordergrund stehen dabei die
Vorteile der sicheren Vermeidung von insulinbedingten Hypoglykdmien einerseits und der
Moglichkeit der oralen Administration des Enzymblockers andererseits.

Im Gegensatz zum Hund, bei dem sich die Zuckerkrankheit fast ausschlieBlich als sekundérer
(insulin-abhéngiger) Diabetes mellitus manifestiert, herrscht beim Menschen wie bei der
Katze der Typ 2 (NIDDM) vor, weshalb bei letzterer Spezies der Einsatz von oralen
Antidiabetica durchaus Erfolg verspricht, wie die Erfahrungen mit dem Sulfonylurea-Derivat
Glipizid zeigen. Da die Residualkapazitdt der $-Zellen von felinen Diabetikern und damit der
korpereigene Insulin-Release jedoch erheblichen Schwankungen unterworfen ist, ist damit
auch ein Hypoglykdmie-Risiko gegeben, das unter DPP-IV-Hemmung vermeidbar wire.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss eines DPP-IV-Hemmstoffes auf die
Eliminationskinetik von GLP-1 mit Hilfe von systematisch kombinierten Infusionsregimes
des Enzymsubstrates (GLP-1) und des Enzyminhibitors am Modell der Ratte beschrieben. Die
Hemmstoff-Dosis mit dem maximalen Effekt wird ermittelt und der Anteil der hepatischen
Clearance und der Vollblut-Clearance an der totalen Elimination von GLP-1 ohne DPP-IV-
Hemmung mit Hilfe der isoliert perfundierten Ratten-Leber sowie durch in-vitro-Tests wird
anndhernd quantifiziert. SchlieBlich wird die Abhéngigkeit der Ergebnisse von dem gewihlten
Versuchsdesign demonstriert.

Die totale Clearance des DPP-IV-Substrates GLP-1 beziffert sich ohne Hemmstoff auf
mindestens 57 £ 17 (mL/min)/kg und unter Einfluss des DPP-IV-Inhibitors auf mindestens

22 £ 2 (mL/min)/kg. Die totale Clearance ist in hohem Malle von der jeweiligen Plasma-
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Konzentration abhéngig, so dass die Clearance-Werte im Bereich der physiologischen GLP-1-
Plasma-Konzentrationen zwischen 139 + 57 (mL/min)/kg und 73 + 15 (mL/min)/kg streuen.
Im Durchschnitt aller GLP-1-Infusionsraten wurde die maximale Steigerung der GLP-1-
Plasmaspiegel (Faktor 3,4) unter einer Hemmstoff-Konzentration von 0,4 pmol/L Plasma
erreicht. Die Leber hat als zentrales Entgiftungsorgan einen Anteil von 57 % (34/60) an der
totalen Clearance des Gesamtorganismus, die plasmalosliche DPP-IV hingegen nur einen
Anteil von etwas tiber 1 % (0,7/60). Der relativ niedrige hepatische Extraktionsquotient von
30£ 11 % erlaubt im Umkehrschluss sieben von zehn GLP-1-Molekiilen trotz First-Pass-
Effekt den Eintritt in den systemischen Kreislauf und damit die Moglichkeit, die Rezeptoren
auf den B-Zellen zu erreichen (70 % Bioverfiigbarkeit). Die Halbwertszeit der Amid-Isoform
(7-36 amide) in der isoliert perfundierten Ratten-Leber betrdgt 5,0 + 1,3 Minuten und
unterscheidet sich damit statistisch nicht signifikant (p = 0,114) von der Halbwertszeit der

Glycin-Isoform (7-37) mit 6,1 + 1,6 Minuten.
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7 Summary

Characterisation of elimination kinetics of glucagon-like peptide-1 as substrate

of dipeptidyl-peptidase-IV with and without enzyme inhibition in the rat model

Orally and intravenously administered glucose yields comparable levels of glucose in plasma
but different responses of insulin-release. Specialised mucosa cells react to glucose contents
in chyme with release of glucagon-like peptide-1 (GLP-1) into the portal bloodstream, a
peptide hormone, that makes beta-cells more sensitive to the subsequent glucose stimulus and
thereby enhances the insulin-release exclusively under increased blood glucose levels without
causing the insulin-release directly. The capacity of this entero-insular axis is limited
primarily by the endogenous enzyme dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV).

Prevailingly the most progressive approach to therapy of non-insulin-dependent diabetes
mellitus (NIDDM) in human medicine is targeted on the inhibition of DPP-IV, in order to
raise GLP-1 concentration in plasma and to increase consequently the insulin-release in
dependence on elevated blood glucose levels. In the limelight of discussion are the advantages
of certain avoidance of insulin-caused hypoglycaemia on the one hand and the possibility of
oral administration of the antienzyme on the other hand.

In contrast to the condition in dogs, where the disease manifests almost exclusively in the
form of secondary (insulin-dependent) diabetes mellitus, the type 2 (NIDDM) predominates
in humans as well as in cats, whence it comes that the employment of oral antidiabetics in the
latter species is quite promising, as the experience with the sulfonyl urea derivative glipizide
has shown. As however the residual capacity of beta-cells of feline diabetics with regard to
the release of endogenous insulin is subject to considerable variation, the risk of inducing
hypoglycaemia is given by use of both insulin and sulfonyl urea derivatives, whereas this
threat is circumvented by use of DPP-IV-inhibitors.

In the present thesis the effect of DPP-IV inhibition on the elimination kinetics of GLP-1 is
described by means of systematically combined infusion of the enzyme’s substrate (GLP-1)
and its antienzyme in the rat model. The maximum effective dose of DPP-IV inhibitor is
determined and the portion of hepatic clearance and whole blood clearance of total
elimination of GLP-1 without concurrent DPP-IV inhibition is quantified approximately by
means of isolated perfused rat livers and in-vitro-experiments. Finally the dependence of

results on the respective experimental design is demonstrated.
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The total clearance of GLP-1 as substrate of DPP-IV without concurrent inhibition amounts to
at least 57 £ 17 (mL/min)/kg and under influence of the DPP-IV-inhibitor to at least
22 +2 (mL/min)/kg. The value of clearance is highly dependent on the respective substrate
concentration in plasma, so that the values range from 139 + 57 (mL/min)/kg to
73 £ 15 (mL/min)/kg within the bounds of physiological GLP-1 concentrations in plasma.
The maximum increase of GLP-1 levels in plasma (factor 3.4) on average of all GLP-1
infusion rates was attained by a DPP-IV inhibitor concentration in plasma of 0.4 pmol/L. The
liver as central detoxication-organ figures out at 57 % (34/60) of total clearance, the soluble
DPP-1V fraction in plasma however accounts for only about 1 % (0.7/60) of total clearance.
The relatively low hepatic extraction ratio of 30 = 11 % reversely allows seven out of ten
GLP-1 molecules to enter the systemic circulation in spite of the first-pass-effect and thereby
to reach possibly the receptors on the beta-cells (70 % bioavailability). The half-life of GLP-1
(7-36 amide) in the isolated perfused rat liver amounts to 5.0 + 1.3 minutes, hereby differing
statistically not significantly (p=0.114) from the half-life of GLP-1 (7-37) with

6.1 £ 1.6 minutes.
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10 _Abkiirzungsverzeichnis

A

A. = Arteria

ACTH = Adreno-Cortico-Tropes Hormon

ADA = Adenosin-Desaminase

ADAbp = ADA-bindendes Protein (ADA-binding protein)

ADP = Adenosin-Diphosphat

Ala = Alanin

AMP = Adenosin-Monophosphat

ANOVA = Varianzanalyse (Analysis Of Variance)

Arg = Arginin

AS = Aminoséure(n)

Asn = Asparagin

Asp = Asparaginsdure/Aspartat

ATP = Adenosin-Triphosphat

AUC = Flache unter der Konzentrations/Zeit-Kurve (Area Under the Curve)
= (Charakteristikum der Bioverfiigbarkeit f [AUC = f x D/CL])

B

b = Basenpaar

BMI = Korpermasse-Index (Body-Mass-Index) in [kg/m’]
BS = Base eines Wirkstoffes

BSA = bovines Serumalbumin

BZ = Benzoat (Salz der Benzoeséure)

C

¢ = centi- (hundertster Teil von)

C = Konzentration

Ca = Calcium

Ca = Konzentration im arteriellen Vollblut (Prisentationsrate)

cAMP = zyklisches AMP (cyclic AMP)
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CD = Differenzierungsantigen (Cluster of Differentiation)

CL = totale Clearance eines Wirkstoffes aus dem Vollblut, Plasma, Serum oder Perfusat
(totale Clearance im Steady-State [CL = ko/Css])

CLy = hepatischer Clearance-Anteil (CLy = Qq % Ep)

CLiy = intrinsische Clearance eines Eliminationsorgans

CLg = renaler Clearance-Anteil

CLx = nicht spezifizierter Clearance-Anteil

Css = Konzentration im FlieBgleichgewicht (Steady-State)

C-Terminus = Caboxylgruppe am (so definierten) Ende eines Peptids

Cv = Konzentration im vendsen Vollblut

Cys = Cystein

D

D = Dosis

Da = Dalton (1 Da = Masse eines Nukleons)

DASH = DPP-IV Activity and/or Structure Homologues
DPP-(I-IV) = Dipeptidyl-Peptidase-(I-IV)

DPP6 = DPP-verwandtes Protein 6 (DPP-related protein 6)
DPP9 = DPP-édhnliches Protein 9 (DPP-like protein 9)

E
e (Eulersche Zahl) = lim (1+1/n)" mit n gegen positiv unendlich = 2,71...
E = Extraktionsquotient (Extraction Ratio

= Verhiltnis von Extraktionsrate zu Présentationsrate [(Ca-Cv)/Ca])
EC = Enzym-Code
ECso = Konzentration eines Phrarmakons, die 50 % von Emax bewirkt
EDTA = Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat
Ey = hepatischer Extraktionsquotient
EIA = Enzyme Immuno-Assay
ELISA = enzymgekoppelter Antikdrperbindungstest

(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)

Emax = maximaler Effekt eines Pharmakons
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F
f = Bioverfiigbarkeit (bioavailable fraction)

(Anteil eines Wirkstoffes, der unverdndert in den systemischen Kreislauf gelangt)
F-Test = statistischer Test zur Uberpriifung von Unterschieden der Varianzen (nach Fisher)

fu = freier (ungebundener) Wirkstoff-Anteil im Plasma oder Serum (fraction unbound)

G
g (Masse) = Gramm (Tausendstel eines Kilogramms = SI-Basiseinheit der Stoffmasse)
g (Zentrifugalbeschleunigung) = Vielfache der Erdbeschleunigung g = 9,81 m/s?
G = Gauge (US-amerikanische Messlehre fiir Durchmesser — unter anderem von Kaniilen)
GALAS = Global Alliance for Laboratory Animal Standardization
GFR = glomerulére Filtrationsrate
GIP = glukoseabhingiges insulinotropes Polypeptid
(Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide)
(identisch mit Gastric Inhibitory Polypeptide = Enterogastron)
GI(1). = Glandula(e)
Gln = Glutamin
GLP-1 = glukagondhnliches Peptid-1 (Glucagon-Like Peptide 1 = Enteroglukagon-1)
GLP-2 = glukagondhnliches Peptid-2 (Glucagon-Like Peptide 2 = Enteroglukagon-2)
Glu = Glutaminsiure/Glutamat
Gluc-DH = Glukose-Dehydrogenase
GLUT-4 = insulin-abhingiger Glukose-Transporter
Gly = Glycin
GnRH = Gonadotropin-Releasing Hormone (identisch mit LHRH)
G-Protein = GTP-bindendes Protein
GRPP = Glicentin-Related Pancreatic Polypeptide
Gs = stimulatorisches G-Protein

GTP = Guanosin-Triphosphat

H

h = Stunde (hour)
H = Wasserstoff
His = Histidin
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HPLC = Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie
(High Performance Liquid Chromatography)
Hyp = Hydroxyprolin

|

ICs0 = Konzentration eines hemmendes Pharmakons, die 50 % von Imax bewirkt
ID = innerer Durchmesser (Inner Diameter)

IDDM = insulin-abhéngiger Diabetes mellitus (Insulin-Dependent Diabetes Mellitus)
[FN-y = Interferon-y

[L-4 = Interleukin-4

Ile = Isoleucin

1.m. = intramuskulér

Imax = maximale Inhibition durch ein hemmendes Pharmakon

1.p. = intraperitoneal

[P-1 = Intervening Peptide-1

IP-2 = Intervening Peptide-2

IPRL = isoliert perfundierte Ratten-Leber (Isolated Perfused Rat Liver)

IU = internationale Einheiten (International Units)

1.v. = intravenos

K
k (Prifix) = kilo- (tausendfacher Wert von)
k (Konstante) = Mikrokonstante fiir den Transfer zwischen Kompartimenten
= Eliminationsgeschwindigkeitskonstante im Falle einer linearen Kinetik
= Steigungskonstante der Funktionsgeraden im natiirlichen Logarithmus
ko = Infusionsrate in [(mol/min)/kg]
K = Kalium
Katp = ATP-abhédngige Kaliumkanéle
Ki = Inhibitionskonstante
(Konzentration des Inhibitors, bei der 50 % des Enzyms
in Abwesenheit des Substrats gebunden sind)
Km = Michaelis-Konstante

(Substrat-Konzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit Vi,,x/2 erreicht)
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KM = Korpermasse
Ky = spannungsabhingige Kaliumkanéle (Voltage-dependent K-channels)

L

L = Liter

A = Wellenldnge

Leu = Leucin

LHRH = Luteinizing Hormone-Releasing Hormone (identisch mit GnRH)
Lig(g). = Ligamentum (Ligamenta)

LOQ = analytische Bestimmungsgrenze (Limit Of Quantitation)

Lys = Lysin

M

m (Préfix) = milli- (tausendster Teil von)

m (Einheit) = Meter (SI-Basiseinheit der Lange)

M = molar (mol/L)

M(m). = Musculus (Musculi)

u = mikro- (millionster Teil von)

MALDI-TOF-MS = Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation —
Time of Flight — Mass Spectrometry

MAPK = Mitogen-Activated Protein Kinase

MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein-1

Met = Methionin

min = Minute

mol = 6,022 x 107 (Avogadro-Konstante) Teilchen eines Stoffes
(SI-Basiseinheit der Stoffmenge)

MPGF = Major Proglucagon Fragment

mRNA = Boten-Ribonukleinsdure (messenger Ribonucleic Acid)

MRT = mittlere Verweildauer (Mean Residence Time)

MS/MS = Tandem-Massenspektrometrie

MUP = Methyl-Umbelliferyl-Phosphat

N

n = nano- (milliardster Teil von)
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N = Anzahl (Numerus)

NAD" = Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (ohne Reduktionsiquivalent)

NADH = Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (mit Reduktionsidquivalent)

NEP = neutrale Endopeptidase

NIDDM = insulin-unabhingiger Diabetes mellitus
(Non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus)

N-Terminus = Aminogruppe am (so definierten) Anfang eines Peptids

0]

OD = dulerer Durchmesser (Outer Diameter)

P
p (Préfix) = pico- (billionster Teil von)
p = Irrtumswahrscheinlichkeit (Probability)
PBS = phosphatgepufferte Kochsalzlosung (Phosphate-Buffered Saline)
PC-1 = Propeptide Convertase-1
PC-2 = Propeptide Convertase-2
PD = Pharmakodynamik
PDX-1 = Pancreatic Duodenal Homebox-1
pH = pondus Hydrogenii
(negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration an Hydrogeniumionen)
Phe = Phenylalanin
PK = Pharmakokinetik
p.0. = per os
POP = Prolyl-Oligo-Peptidase
Pro = Prolin

PTP = Protein-Tyrosin-Phosphatase

Q
Qu = hepatische Flussrate (von Vollblut beziehungsweise Perfusat)

R
RFU = relative Fluoreszenzeinheit (Relative Fluorescence Unit)

RIA = Radio-Immuno-Assay
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S
sCD26 = plasmaldslicher (soluble) Cluster of Differentiation 26 (= plasmaldsliche DPP-I1V)
SD = Standardabweichung (Standard Deviation = Quadratwurzel aus der Varianz)
sec = Sekunde (SI-Basiseinheit der Zeit)
Ser = Serin
SI = Systéme International d’unités mit sieben Basiseinheiten
(Meter, Kilogramm, Sekunde, Ampere, Kelvin, Mol und Candela)
ss = FlieBgleichgewicht (Steady-State)

STH = somatotropes Hormon (Somatotropin)

T

t=Zeit

t1» = Halbwertszeit

tGLP-1 = truncated Glucagon-Like Peptide-1, Proglukagon-Sequenz 72-108
ohne N-terminales Hexapeptid (= GLP-1 [7-37] oder GLP-1 [7-36 amide])

THAM = T-Zellen-aktivierendes Molekiil (Thymocyte Activating Molecule)

Thr = Threonin

TNF-o = Tumornekrosefaktor-o

Trp = Tryptophan

TSH = Thyreotropin (Thyreoidea-stimulierendes Hormon)

t-Test = statistischer Test auf der Grundlage der t-Verteilung (nach Student)

Tyr = Tyrosin

T-Zellen = Thymus-gereifte Lymphozyten (Thymozyten)

\%
V(v). = Vena(e)
Val = Valin

V¢ = scheinbares (zentrales) Verteilungsvolumen (central Volume of distribution)
VDCC = spannungsabhingige Calciumkanile (Voltage-Dependent Ca-Channel)
Vmax = maximale Reaktionsgeschwindigkeit in der Michaelis-Menten-Kinetik

Vss = scheinbares Verteilungsvolumen im Steady-State

X

Xaa = beliebige Aminosédure (X amino acid)
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11 Glossar

Clearance (CL)

Die Clearance ist als theoretisches Volumen definiert, welches pro Zeiteinheit vollstindig von
einem Wirkstoff befreit wird, und hat dementsprechend die Dimension eines Volumens pro
Zeiteinheit. Die Clearance informiert dariiber, wie effizient ein Wirkstoff eliminiert wird.
Zumeist wird die Clearance als Quotient aus Eliminationsgeschwindigkeit (Masse pro
Zeiteinheit) und Plasma-Konzentration (Masse pro Volumen) eines Wirkstoffes berechnet.
Die totale Clearance des Gesamtorganismus setzt sich aus den Clearance-Anteilen der

einzelnen Eliminationsorgane zusammen (siehe hepatische Clearance und renale Clearance).

dominante Halbwertszeit

Die Halbwertszeit bei mehr-kompartimentellen und somit multi-exponentiellen Systemen, die
den groBten Beitrag zur AUC liefert. Haufig stimmt die Grofe der dominanten Halbwertszeit

mit der der terminalen Halbwertszeit Uiberein.

Elimination
Unter Elimination versteht man die Summe aller Prozesse, welche dazu beitragen, dass ein
Wirkstoff im Organismus chemisch transformiert und dadurch inaktiviert (= Metabolismus

oder Biotransformation) oder aus dem Organismus entfernt wird (= Exkretion).

First-Pass-Effekt

Als First-Pass-Effekt wird der Prozess bezeichnet, durch den eine Wirkstoffmenge wéhrend
der ersten Leberpassage vermindert werden kann, das heillt einer Metabolisierung der
Substanz vor Erreichen des systemischen Kreislaufs unterliegt. Der First-Pass-Effekt liegt
somit immer vor, wenn ein Molekiil nach dessen Resorption nicht mehr im zentralen

Kompartiment auftaucht.

Fliefigleichgewicht (Steady-State = ss)

Ein FlieBgleichgewicht ist ein Zustand, bei welchem pro Zeiteinheit die verabreichte und die
eliminierte Wirkstoffmenge gleich grof3 sind, das heif3t, dass sich Zufuhr und Elimination die

Waage halten und dadurch ein konstanter Plasmaspiegel erreicht wird.
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Glukose-Toleranztest

Die Kapazitdt der B-Zellen der Langerhansschen Inseln zur Insulin-Inkretion kann durch
intravendse Injektion von 0,5 g Glukose/kg Kdrpermasse beim niichternen Patienten und
Blutentnahme vor sowie 15, 30, 45, 60 und 120 Minuten nach der Injektion indirekt bestimmt
werden. Bei gesunden Tieren hat Glukose eine Halbwertszeit in Plasma von etwa 20 Minuten,

so dass nach 120 Minuten (5 X t;» = 100 min) der Ausgangswert wieder erreicht sein sollte.

Halbwertszeit (t;/;)

Zeitdauer, die wéihrend einer mono-exponentiellen Elimination eines Wirkstoffes verstreicht,
bis die Menge im betrachteten Kompartiment auf die Hélfte des jeweiligen Ausgangswertes

abgefallen ist. Bei einer linearen Kinetik ist die Halbwertszeit konstant.

hepatische Clearance (CLy)

Die hepatische Clearance ist ein Teil der totalen Clearance. Die hepatische Clearance ldsst
sich auf Grund der Leberdurchblutung (Qy) und der Wirkstoff-Konzentration in den
zufilhrenden Gefdllen (A. hepatica und V. portae) und in den ableitenden GefiaBlen (Vv.

hepaticae) errechnen.

initiale Halbwertszeit

Halbwertszeit des zentralen Kompartiments bei mehr-kompartimentellen und somit multi-
exponentiellen Systemen, wobei das Blutplasma das ,,Gewebe mit der kleinsten

Bindungskonstante fiir den Wirkstoff darstellt.

insulin-abhingiger Diabetes mellitus (IDDM)

Chronische Hyperglykédmie mit daraus folgender Storung anderer Stoffwechselprozesse und
Organschiden, die vor allem durch Gefdverdnderungen (Mikro- und Makroangiopathien)
bedingt sind. Atiologisch liegt der Entstehung ein absoluter Insulin-Mangel, das heif}t eine
fehlende oder verminderte Insulin-Inkretion zugrunde. Der IDDM oder Typ 1-Diabetes wird
den autoimmunen Erkrankungen zugeordnet, wobei es bei entsprechender genetischer
Disposition unter dem Einflu8 verschiedener Faktoren zu einer lymphozytiren Insulitis mit
nachfolgender Zerstorung der B-Zellen kommt. Beim Typ 1-Diabetes sind die klassischen
Symptome der Glukosurie, Polyurie und Polydipsie meist vorhanden, er beginnt fast immer

akut mit einer diabetischen Ketoazidose.
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insulin-unabhingiger Diabetes mellitus (NIDDM)

Chronische Hyperglykdmie mit daraus folgender Stérung anderer Stoffwechselprozesse und
Organschiden, die vor allem durch GefdBverdnderungen (Mikro- und Makroangiopathien)
bedingt sind. Atiologisch liegt der Entstehung ein relativer Insulin-Mangel durch verzdgertes
Ansprechen der Insulin-Rezeptoren zugrunde. Beim NIDDM oder Typ 2-Diabetes besteht
eine Insulin-Resistenz vor allem der Leber und der Skelettmuskulatur, nachfolgend auch eine
Storung der Inselfunktion. Als wichtigster Faktor fiir die Entstehung eines Typ 2-Diabetes gilt
die Adipositas beziehungsweise die ihr zugrundeliegende Lebensweise. Der Typ 2-Diabetes
beginnt meist allméhlich, die klassischen Symptome der Glukosurie, Polyurie und Polydipsie

fehlen lange Zeit.

Kompartimente

Kompartimente sind die theoretischen Rdume, die ein Wirkstoff zu besetzen scheint, nachdem
die Verteilungsvorgéinge abgeschlossen sind. Bei gleichméBiger Verteilung im Organismus
liegt ein einziges Kompartiment vor. Bei unterschiedlicher Verteilung in verschiedenen
Geweben mit ihren verschiedenen Bindungskonstanten und daraus folgenden unter-
schiedlichen Eliminationsgeschwindigkeiten werden entsprechend viele Kompartimente
angenommen. Einige Kompartimente werden auf Grund ihrer Funktion ndher spezifiziert. So
wird das Blutplasma im Organismus {iblicherweise als zentrales Kompartiment, Muskulatur
und Fettgewebe als (flaches beziehungsweise tiefes) peripheres Kompartiment sowie Urin

und Faeces als exkretorisches Kompartiment bezeichnet.

lineare Kinetik

Eine lineare Kinetik oder Kinetik erster Ordnung ist vorhanden, wenn die Geschwindigkeit
der Konzentrationsinderung im Plasma direkt proportional der Konzentration des noch
unveridnderten Wirkstoffes ist (mono-exponentieller Verlauf). Substanzen, die sich so

verhalten, haben eine konstante Halbwertszeit.

mittlere Verweildauer (Mean Residence Time = MRT)

Die mittlere Verweildauer ist der Mittelwert der statistischen Verteilung der Verweilzeit der
intakten Molekiile eines Wirkstoffes im Organismus. Das Konzept der MRT ist allgemeiner
als das der Halbwertszeit. Fiir mono-exponentielle Funktionen wie die lineare Kinetik gilt die

Beziehung zwischen MRT und Halbwertszeit: MRT = 1/k und t;; =In(2) x MRT.
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nicht-lineare Kinetik

Bei einer nicht-linearen Kinetik oder Kinetik nullter Ordnung ist die Geschwindigkeit der
Konzentrationsdnderung im Plasma nicht proportional zur Konzentration des noch
unverdnderten Wirkstoffes. In diesem Fall ist die Wirkstoffelimination pro Zeiteinheit
konstant. Die Erkldrung fiir Kinetiken nullter Ordnung ist zumeist in der Sattigung der fiir die
Elimination verantwortlichen Enzyme zu finden. Sobald die Wirkstoff-Konzentration den
Sattigungsbereich der Enzyme durch Abbau deutlich unterschritten hat, geht die nicht-lineare
in eine lineare Kinetik {iber. Das klassische Beispiel fiir eine nicht-lineare Kinetik ist die
Ethanol-Elimination durch die hepatische Alkohol-Dehydrogenase bei Blutspiegeln, die den
Km-Wert fiir Ethanol von 0,1 g/L (0,1 Promille) libersteigen.

Pharmakodynamik (PD)

Teilgebiet der Pharmakologie, das sich mit den Wirkungen und den Wirkungsmechanismen

pharmakologischer Wirkstoffe befasst.

Pharmakokinetik (PK)

Teilgebiet der Pharmakologie, das sich mit den Verdnderungen der Konzentration von
pharmakologischen Wirkstoffen als Funktion der Zeit befasst. Unterteilt werden diese
Verdanderungen in Aufnahme (Absorption), Verteilung (Distribution), Verstoffwechselung
(Metabolismus = Biotransformation) und Ausscheidung (Exkretion). Die beiden letzten

Schritte werden auch unter dem Begriff Elimination zusammengefasst.

renale Clearance (CLR)

Die renale Clearance ist ein Teil der totalen Clearance. Die Wirkstoffmenge, die mit dem Urin
ausgeschieden wird, hidngt von der glomeruldren Filtrationsrate, der aktiven tubuldren

Sekretion und der tubuldren Riickresorption ab.

sekundirer Diabetes mellitus

Beim sekundéren Diabetes handelt es sich um eine chronische Blutzuckererhohung, die ihre
Ursache in einer anderen Primdrerkrankung hat: einerseits der Gruppe der Pankreatopathien
mit pathogenetischen Parallelen zum Typ-1-Diabetes und andererseits der Gruppe der
Endokrinopathien mit pathogenetischen Parallelen zum Typ-2-Diabetes. Die diabetogenen
Pankreatopathien mit der Folge der B-Zell-Destruktion auf Grund einer Pankreasfibrose sind

die akute nekrotisierende Pankreatitis und die chronisch rezidivierende Pankreatitis. Die
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diabetogenen Endokrinopathien durch Uberproduktion insulin-antagonistischer Hormone mit
der Folge der B-Zell-Dysfunktion sind der Hyperadrenokortizismus, der Hypersomato-

tropismus, das Phidochromozytom und die Thyreotoxikose.

Steady-State (ss)

(siche FlieBgleichgewicht)

terminale Halbwertszeit

Halbwertszeit desjenigen Kompartiments bei mehr-kompartimentellen und somit multi-
exponentiellen Systemen, welches im langsamsten Verteilungsgleichgewicht mit dem
zentralen Kompartiment steht, also jenes Gewebe mit der grofiten Bindungskonstante fiir den

verabreichten Wirkstoff.

Verteilung

Unter Verteilung versteht man den Transfer eines Wirkstoffes vom Verabreichungsort in den
systemischen Kreislauf und — in Abhéngigkeit von der Lipophilie des Wirkstoffes —

anschlieBend in das extrazellulidre und intrazelluldre Wasser und Gewebe.

Verteilungsvolumen (Vc)

Das scheinbare (zentrale) Verteilungsvolumen ist als das theoretische Volumen definiert, das
— ausgehend von der gemessenen Wirkstoff-Konzentration im Blutplasma nach der
Verteilung des Wirkstoffes — benétigt wird, um die Gesamtmenge des Wirkstoffes im
Organismus aufzunehmen. Entsprechend ldsst sich das scheinbare Verteilungsvolumen als
Quotient aus der Menge des Wirkstoffes im Organismus und der Plasma-Konzentration des
Wirkstoffes berechnen. Das scheinbare Verteilungsvolumen entspricht keinen realen

Korperteilen und kann auch viel gréfer sein als das Volumen des Organismus.

Verteilungsvolumen im Steady-State (Vss)

Wird nach Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes der Steady-State-Zustand erreicht,
dann ist der Wirkstofftransfer vom zentralen ins periphere Kompartiment gleich dem in
Gegenrichtung. Das scheinbare Verteilungsvolumen im Steady-State gibt am realistischsten
das Verteilungsvolumen eines Wirkstoffes wieder. Seine Kenntnis erlaubt die Berechnung der
Gesamtmenge des Wirkstoffes im untersuchten Kompartiment aus einer experimentell

ermittelten Wirkstoff-Konzentration.
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