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Comparaison de 'administration orale et parenteérale
de Glucagon-like Peptide 1 :

Projet pilote

Résumé

Le Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1) est synthétisé par les cellules L du tractus
gastro-intestinal et est sécrété dans le sang lors du repas. Grace a ses fonctions
d'hormone de satiété et d’incrétine, il joue un rble important dans le systéme
complexe de I'homéostase énergétique. Dans ce contexte, cette molécule est
intéressante dans la thérapie du diabéte sucré de type 2 et de I'obésité. Comme tous
les peptides, le GLP-1 est rapidement dégradé par I'acidité gastrique et les enzymes
digestifs lors de son administration orale ; c’est pourquoi il est administré uniguement
par voie intra-veineuse ou sous-cutanée.

Le but de cette étude était d’analyser l'absorption intestinale du GLP-1 administré
simultanement avec une molécule de type «promoteur de I'absorption». C'était une
étude phase 1, ouverte, placébo-contrblée, avec un «cross-over» a 5 bras a des
doses croissantes. Le promoteur de I'absorption était une molécule appelée SNAC
(sodium N-(8-(2-hydroxybenzoyl)amino) caprylate) qui protége les peptides de la
dégradation intestinale et améliore leur absorption.

Les valeurs de GLP-1, d'insuline et de glucose mesurées dans les prises de sang ont
montré clairement que le peptide a pu étre absorbé grace a la molécule SNAC et a
de ce fait stimulé la sécrétion d'insuline. Lors du deuxiéme dosage, cette sécretion
d’insuline avait déja atteint un niveau maximal qui n’augmentait plus, méme avec des
dosages plus élevés.

Les concentrations de GLP-1 ont atteint des valeurs pharmacologiques et ont
augmenté en fonction de la dose (pour la AUC et pour Cmax). En comparaison avec
'administration veineuse de GLP-1, [l'administration orale a démontré une
biodisponibilité calculée de 4% en moyenne.

L'étude montre que le GLP-1 peut étre administré par voie orale grace a des
promoteurs de l'absorption. Dés lors, des études thérapeutiques avec le GLP-1
administré oralement peuvent étre entreprises.



Zusammenfassung

Das Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1) wird von den L-Zellen des Magendarmtrakis
gebildet und wahrend der Nahrungsaufnahme ins Blut sezerniert. Seine Funktionen
als Sattigungshormon und Inkretin machen es zu einem wichtigen Element im
komplexen System der Energiehomdostase, und es stellt daher ein interessantes
Molekdl fur potenzielle Therapiemdéglichkeiten von Diabetes Mellitus Typ 2 und
Ubergewicht dar. Wie alle Peptide wird es jedoch — bei oraler Verabreichung —
schnell durch die Magensaure und die Verdauungsenzyme zersetzt, weshalb es
bisher nur intravends oder subkutan appliziert werden konnte.

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung der enteralen Absorption von
GLP-1, welches gemeinsam mit einem so genannten Carriermolekul verabreicht
wurde. Sie wurde als eine Phase 1, open-label, placebo-kontrollierte, finf-Arm cross-
over-Studie mit aufsteigenden Dosierungen durchgefiihrt. Beim Carriermolekdl
handelt es sich um SNAC (sodium N-(8-(2-hydroxybenzoyl)amino) caprylate),
welches Peptide vor der Verdauung schitzt und somit absorbierbar macht.

Die aus den Blutenthnahmen ermittelten GLP-1-Werte und Insulinwerte, sowie die
gemessenen Glukosespiegel zeigen deutlich, dass das Peptid mit Hilfe des
Carriermolekils SNAC absorbiert wird und die Insulinausschittung stimulient.
Letztere erreichte im Versuch schon nach der zweiten Dosierung ein konstantes
Niveau und konnte danach auch mit héheren Dosierungen nicht mehr weiter
gesteigert werden. Die GLP-1-Konzentrationen erreichten pharmakologische Werte,
wobei ein dosis-abhéngiger Anstieg dokumentiert werden konnte (sowohl fir AUC
als auch fir Cmax). Durch die intravendése GLP-1-Verabreichung kann eine orale
Biodisponibilitdt von im Schnitt 4% errechnet werden.

Die Studie zeigt auf, dass das GLP-1 dank Carriermolekilen oral verabreicht werden
kann und daher fur weitere Untersuchungen moéglicher Therapieanwendungen in
Frage kommt.
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1.  Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Wie kénnen wir GréBe und Zusammensetzung von Mahlzeiten taglich und auch von
einer Mahlzeit zur anderen variieren und trotz diesen kurzfristigen Anderungen in der
Energiebilanz, die Energieaufnahme und den Energieverbrauch relativ prazise und
Uber eine langere Periode hinweg konstant halten?

Das Phanomen, das uns eine Konstanthaltung des Kérpergewichtes ermdglicht,
heisst Energichomdostase und bezeichnet ein Regulationssystem, das langfristig
darauf ausgerichtet ist, eine ausgeglichene Energiebilanz herzustellen. Unser Ess-
verhalten wird durch physiologische, metabolische und zentrale Regulationsmecha-
nismen gesteuent, welche Hunger- und Sattigungszustande verursachen und so Ap-
petit und Nahrungsaufnahme regulieren.

Zentraler Regulator ist dabei der Hypothalamus. Hier werden die verschiedenen ,In-
puts“ (neurale, metabolische und endokrine Signale) von der Peripherie und dem
ZNS (sensorische Faktoren wie der Anblick und das Aussehen einer Speise) mitein-
ander ,verrechnet®. Die resultierenden Informationen (,,Outputs”) werden schliesslich
an diverse ZNS-Regionen und an die Peripherie weitergegeben.

Zur Steuerung der Nahrungsaufnahme gibt es einerseits kurzfristige Kontroll-
mechanismen (,satiety signals®), wie z.B. Magendehnung, Nahrstoffsignale aus dem
Darm und zirkulierende Sattigungshormone, die vor allem ein Gefuhl von Sattigung
hervorrufen und so die Grdsse einer einzelnen Mahlzeit begrenzen; andererseits be-
einflussen langfristige Sattigungssignale (,adiposity signals®), wie Leptin und Insulin,
als Langzeitregulatoren die Fettreserven, die Energie-Homoostase und die Erhaltung
des Kérpergewichts. Fir die Regulation von Sattheit benétigt der Hypothalamus vor
allem Informationen Uber die H6he des Energiespeichers, also des Kérperfettanteils.
Die ,Adiposity Signals® gelangen Uber die Zirkulation und die Blut-/Hirnschranke in
den Hypothalamus, wo ein Zusammenspiel mit zentralnervésen anabolen (orexige-
nen) Effektorhormonen wie z.B. Neuropeptid Y, bzw. katabolen (anorexigenen) Neu-
ropeptiden wie z.B. a-MSH, erfolgt.



1.2 Séattigungshormone und Appetitregulation

Neben kephalen und oralen Kontrolimechanismen spielt der Gastrointestinaltrakt ei-
ne wichtige Rolle bei der Nahrungsaufnahme und Appetitregulation. Ein vernetztes
System von verschiedenen Kontrollmechanismen stellt den Erhalt eines stabilen
Korpergewichts sicher. Dies obwohl wir uns taglich unterschiedlich grosse Mengen
an Kalorien zufiihren. Ein Kontrollorgan im Gehirn und ein Detektor im Magendarm-
trakt mit verschiedenen Riickkopplungsmechanismen werden durch ein hormonelles
und neurales Signalsystem vernetzt, wodurch die Nahrungsaufnahme und der Ener-
gieverbrauch reguliert werden.

Der Magendarmtrakt sezerniert wahrend einer Mahlzeit laufend verschiedene Hor-
mone, welche das Gehirn Uber Menge und Art der aufgenommenen Nahrung infor-
mieren, und welche als so genanntes negatives Feedback hemmend auf héher gele-
gene Darmabschnitte wirken. Diese Hormone sind unter anderem Cholezystokinin,
Gastrin releasing Peptide, Neuromedin B, Amylin, Oxyntomodulin, Glucagon-like
peptide 1 (GLP-1) usw. Sie wirken einerseits indem sie spezifische Rezeptoren bin-
den, welche auf Fasern des Vagusnervs liegen, andererseits indem sie — ins Blut
sezerniert — die Bluthirschranke passieren.'? Letzteres gilt auch fiir das GLP-1. Der
Vagusnerv leitet das Signal ans Gehirn, speziell den Nucleus arcuatus im Hypotha-
lamus und auch an den Nucleus tractus solitarius weiter.

1.3 Glucagon-like Peptide 1

Glucagon-like peptide (GLP-1) ist ein Peptid aus der Glucagonfamilie, welches in den
L-Zellen des distalen lleums und Colons durch posttranslationelle Spaltung von
Proglukagon gebildet wird.*

Diese Aminosaurenkette wird als GLP-1(7-37) oder GLP-1(7-36) sezerniert und im
Blut innerhalb von ca. 2 Minuten durch das Enzym Dipeptidylpeptidase IV zu inakti-
vem GLP-1(9-37) und GLP-1(9-36) abgebaut.” GLP-1 wirkt auf spezifische Rezepto-
ren (GLP-1-Rezeptoren); diese kdnnen im gesamten Gastrointestinaltrakt, im Pank-
reas, im Herz, in den Nieren und Lungen sowie im ZNS nachgewiesen werden.'® Die
Sekretion erfolgt primar auf Nahrungssubstrate, wobei vor allem Kohlenhydrate und
Fette die GLP-1 Sekretion stimulieren; neurale und humorale Mechanismen aus ho-
heren Darmabschnitten vermitteln einen Teil der Stimulation. Zu den Wirkungen von
GLP-1 gehéren die Potenzierung der Insulinsekretion (Inkretineffekt), die Insulinsen-
sibilisierung der peripheren Zellen, die Hemmung der gastrointestinalen Motilitat und



der gastrointestinalen Sekretionen, sowie die Verzégerung der Magenentleerung.®’

Die Wirkung auf die Insulinsekretion zeichnet GLP-1 als wichtiges Inkretin aus.

Ein weiterer, interessanter Effekt stellt das Sattigungssignal ans Gehirn dar. Exogen
verabreichtes GLP-1 kann die Nahrungsaufnahme vermindermn und den Appetit redu-
zieren. Der Wirkungsmechanismus ist nicht klar: im Magendarmtrakt kénnte die
Hemmung der Magenentleerung ein Faktor darstellen. Daneben wurden auch zentra-
le Mechanismen diskutiert. So wurden im Hirnstamm GLP-1-sezernierende Zellen
gefunden, welche Signale in die im Hypothalamus und Hirnstamm gelegenen Areale
senden, welche wiederum fir die Energiechomoostase wichtig sind.

Das im Magendarmtrakt synthetisierte GLP-1 kann die Bluthirschranke passieren;
ob dabei ein Sattigungsgefiihl ausgeldst wird ist unklar, aber die Beobachtung bildet
die Grundlage fur einen potentiellen Wirkungsmechanismus. Dieser Effekt wurde in
mehreren Studien, in verschiedenen Versuchsgruppen durch peripher verabreichtes
GLP-1 nachgewiesen.®!" Die GLP-1-induzierte Verminderung der Nahrungsaufnah-
me erfolgt zentral wahrscheinlich durch zwei verschiedene Mechanismen: zum einen
kann das Peptid Gber GLP-1-Rezeptoren im Hypothalamus wirken, welche Teil der
normalen Energiechomdostase sind,'® ' zum anderen Uber GLP-1-Rezeptoren in der
Amygdala, welche nach Bindung dieses Hormons Symptome wie Schwindel und U-
belkeit hervorrufen kdnnen.'®'®'8 Eine zusitzliche Rolle spielt GLP-1 in der Regulie-
rung des Salz- und Wasserhaushalts, indem es die Natriumausscheidung steigert
und zu einer Alkalisierung des Urins fiihrt.?°

Die Tatsache, dass GLP-1 eine wichtige Funktion sowohl fiir die Glukosehom&ostase
als auch fur die Regulierung der Nahrungsaufnahme wahrnimmt, bildet die Grundla-
ge flr potentielle therapeutische Anwendungen: das Peptid kénnte als Therapie des
Typ Il Diabetes verwendet werden (verbesserte Insulinsekretion und Insulinsensitivi-
tat) sowie als Mittel fiir die Behandlung von Ubergewicht mit all seinen negativen Be-
gleiterscheinungen, wie beispielsweise Diabetes mellitus Typ 2. Dabei bereiten je-
doch die Notwendigkeit einer Infusion und seine kurze Halbwertszeit Probleme. Die
kurze Halbwertszeit resultiert aus der Degradation durch DPP-IV sowie durch die
Extraktion des GLP-1 aus dem Blut bei der ersten Leberpassage. Aus diesem Grund
ist auch die GLP-1-Konzentration im splanchnischen Blut héher als im systemischen
Kreislauf, was weiter erklart, weshalb das Peptid nach seiner Freisetzung durch Nah-
rungsaufnahme vor allem eine lokale Wirkung, z.B. auf die endokrine Pankreasfunk-
tion hat. Eine orale Biodisponibilitdt galt bis vor kurzem als unmdglich, sind doch
Peptide im Magen und Duodenum einer raschen Degradation ausgesetzt.



1.4 Enterale Absorption und Carrier-Molekiile

Der Gastrointestinaltrakt ist eine schwierige Umgebung fur Peptide. Magensaure und
eine Batterie von Peptidasen sorgen dafiir, dass Peptide degradiert und in Amino-
sauren abgebaut werden. Peptide werden also schnell durch Verdauungsenzyme
zersetzt, wobei die proteolytische Aktivitat vor allem im Magen und im Duodenum am

Héchsten ist.??

Damit ein Peptid-Molekill vom Gastrointestinaltrakt absorbiert werden kann, muss es
bestimmte physikalische und chemische Eigenschaften aufweisen, wie zum Beispiel
ein tiefes Molekulargewicht (unter 500-1000 Dalton), angemessene pKa, Lipophilie
(log D) und eine gute Léslichkeit.?’ Neuere Untersuchungen haben nun ergeben,
dass durch verschiedene Massnahmen die Peptide vor einer Degradation geschitzt
werden kdénnen.

SNAC (sodium N-(8-(2-hydroxybenzoyl)amino) caprylate) ist ein kleines, organisches
und hydrophobes Molekill, ein so genanntes Carrier-Molekiil?®, welches eine nicht-
kovalente, reversible Bindung mit Makromolekilen, wie Peptiden, eingeht, und so die
orale Absorption ermdglicht. Durch diese Bindung erhtéht das SNAC die Lipophilie
des Zielmolekils (z.B. des GLP-1), indem es seine Tertidrstruktur reversibel veran-
dert, wodurch lipophile Reste an die Peptidoberflache gebracht werden. Nach Auf-
nahme und Verdinnung im Blut [6sen sich das GLP-1 und das SNAC wieder vonein-
ander, wobei das GLP-1 wieder seine urspriingliche, biologisch aktive Tertiarstruktur
einnimmt.?"2426

Mit Hilfe von solchen Carrier-Molekilen wurden schon andere Makromolekile wie
Insulin, Heparin und Calcitonin mit Erfolg oral verabreicht, 222527



2. Zielsetzung der Arbeit

Hypothese: Durch Verwendung des Molekiuls SNAC (sodium N-(8-(2-
hydroxybenzoyl) amino) caprylate) libersteht das GLP-1 die Magen- und Duodenum-
passage und kann als intaktes und aktives GLP-1 aus dem Dinndarm resorbiert
werden.

Das Ziel der Studie war es deshalb zu untersuchen, ob GLP-1 durch Verwendung
von SNAC absorbiert und ein dosisabhangiges pharmakologisches Profil erstellt
werden kann; wir waren zusatzlich interessiert zu prifen, ob resorbiertes GLP-1 sei-
ne insulinfreisetzende Wirkung nach oraler Verabreichung beibehalten kann.

Bei der Studie handelt es sich um eine Phase 1, open-label, placebo-kontrollierte,
flinf-Arm cross-over-Studie mit aufsteigenden Dosierungen.
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3. Methodik

3.1 Versuchspersonen

Flr die Studie wurden sechs mannliche Probanden mit einem Durchschnittsalter von
242 Jahren rekrutiert. Als Einschlusskriterien galten:

—

Gewicht im Abweichungsbereich von 15% des Idealgewichts
Alter zwischen 18 und 45 Jahren

Nichtraucher

Keine aktuellen medizinischen Probleme

Keine Medikamenteneinnahme

Keine Allergien (inkl. Lebensmittelallergien)

N o oA e

Keine friheren, gastrointestinalen Beschwerden oder Gewichts-
probleme

Nachdem die Versuchspersonen schriftlich (iber die Studie, deren mdgliche Risiken
sowie Uber die jederzeitige Ausstiegsmoglichkeit aufgeklart wurden, gaben sie ihr
schriftliches Einverstandnis. Anschliessend wurden sie zu den Einschlusskriterien
befragt, welche alle erflillten. Im Anschluss wurden Grosse, Gewicht, BMI, Blutdruck,
Puls, die persbnlichen Daten und die Rasse notiert. Jeder der sechs Probanden gab
an, normale Essgewohnheiten einzuhalten. Das Protokoll der Studie wurde dem
»Ethischen Komitee beider Basel” vorgelegt und wurde von diesem genehmigt.

3.2 Versuchsablauf

Flr die Studie waren pro Proband sieben Versuchstage vorgesehen. An den ersten
sechs Tagen sollte das GLP-1 oral und mit jeweils aufsteigenden Dosierungen (Omg,
0,5mg, 1mg, 2mg, 4mg und 8mg/100mg SNAC) verabreicht werden, wahrend am
letzten Tag eine intravendse Applikation mit einer Infusionslésung (0.4 pmol/kg pro
Minute) geplant war. Dass am ersten Tag eine Plazebokapsel, also Omg GLP-1 ent-
haltend, verabreicht wurde, war den Probanden bekannt gegeben worden.
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Von den sechs Versuchstagen mit oraler Verabreichung konnten nur deren finf
durchgefihrt werden, da zwei der sechs Probanden bei der zweitletzten Dosierung
von 4mg GLP-1/100mg SNAC Ubelkeit empfanden, worauf auf eine weitere héhere
Dosierung verzichtet wurde.

Zwischen den einzelnen Versuchstagen lagen jeweils mindestens drei versuchsfreie
Tage.

Die Versuchspersonen durften am Vorabend ab 22 Uhr nichts mehr essen und aus-
ser Wasser auch nichts trinken. Am Morgen durften sie, bis zwei Stunden nach der
Tabletteneinnahme, auch kein Wasser mehr zu sich nehmen. Nach diesen zwei
Stunden durften sie Wasser nach Belieben trinken. Sobald sie morgens um 7.30 Uhr
in nchternem Zustand im Clinical Research Center am Universitatsspital Basel ein-
trafen, wurden ihnen Venenverweilkatheter zur Blutabnahme gesetzt.

Zwei Blutentnahmen wurden vor der GLP-1-Einnahme vorgenommen, und die Rest-
lichen wahrend den darauf folgenden 6 Stunden. Fir die Tage mit oraler GLP-1-
Verabreichung erfolgten die Blutentnahmen zu den Zeitpunkten: -15’, -1’ + 15’, + 30,
+ 45, + 60°, + 90’, + 120, + 150, + 180°, + 240’, + 300’, + 360’. Bei den 8 Zeitinter-
vallen; -15’, -1’, + 30’, + 60’, + 120°, + 180’, + 240’, + 360’ wurde mit Hilfe einer Tu-
berkulinspritze aus jeweils etwa 0.1ml Blut, mittels Glukoseteststreifen, der Blutglu-
kosespiegel bestimmt.

Am Tag der intravendsen Applikation wurde grundsatzlich gleich vorgegangen. Die
Zeitpunkte der Blutentnahmen waren: -15°, -1’, + 15’, + 30’, + 45, + 55’, + 65’, + 75/,
+ 90, + 105', + 120’, + 150, + 180’ und 360’. Der Blutglukosespiegel wurde zu den
Zeitpunkten -15°, -1’, 45, 65°, 120, 180’ und 360’ gemessen.

Das enthommene Blut wurde in Monovetten abgeflllt und zentrifugiert. Aus dem er-
haltenen Plasma, welches zur Lagerung auf -20°C gefroren wurde, wurden spater
durch das Labor des Departements Forschung des Universitatsspitals Basel die
GLP-1-Werte sowie die Insulinkonzentrationen bestimmt.

Die detaillierte Beschreibung des Versuchsablaufs ist dem Anhang zu entnehmen.
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3.3 Material

3.3.1 GLP-1 Applikation

Die Tabletten wurden von Birk Poller, Pharmazeut im Departement fir klinische
Pharmakologie, hergestellt. Die GLP-1-Tabletten bestanden aus SNAC (sodium N-
(8~(2-hydroxybenzoyl)amino)caprylate) und GLP-1, welches in jeweils folgenden
Konzentrationen enthalten war:

o 0,5 mg/100mg SNAC
o 1,0 mg/100mg SNAC
o 2,0 mg/100mg SNAC
o 4,0 mg/100mg SNAC

Die Substanz SNAC und GLP-1 wurden von der Firma “Emisphere Technologies®,
Tarrytown, New York, USA zur Verfiigung gestellt.

Die GLP-1-Lésung am Versuchstag der intravenésen Applikation bestand aus 0,9%
NaCl und 0,1% HSA. Die Dosierung der Infusionsldsung ergab fir jeden Probanden
0.4 pmol/kg pro Minute. Die Infusion wurde wéhrend 45 min verabreicht.

3.3.2 Blutentnahmen und Behandiung der Blutproben
Venenkatheter:

® Venenverweilkatheter Optiva ® 2,18G, Medex

e Mehrweghahn Discofix C-3 blau, B.Braun

Zur Verwerfung:
° 2ml Spritzen LUER ONCE

Fir die Bestimmungen:

o Trasylol 2'000'000 KIE Proteaseinhibitor, BAYER

J DPP-IV-Inhibitor Catalog #: DPP4, DPP4-010. 10ul/ml Blut, LINCO Research
J S-Monovette 2,6mi K3E 1.6mg EDTA/mI Blut Violett. Das Original, Sarstedt
® S-Monovette 7,5ml K3E 1.6mg EDTA/mI Blut Violett. Das Original, Sarstedt
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° Tubes fir die Laboranalyse

FUr die Glukosebestimmungen:

° 1ml Tuberkulinspritzen, LUER 0,01, PRIMO

° Ascensia® Microfill® Teststreifen mit Ascensia® CONTOUR® Blutzucker-

messgerat

Fir die NaCl-Spulung:
e NaCl 0,9% B.Braun
e 2ml Spritzen LUER ONCE

3.4 Bestimmungen

3.4.1 Glukosebestimmung

Die Glukosebestimmung wurde mit den Teststreifen und den Blutzuckermessgeraten
der Marke ,Ascensia“ durchgefiihrt

Prinzip

Hexokinase-Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase: Die im Blut enthaltenen Glukose-
molekile reagieren mit der FAD-Glukose-Dehydrogenase und dem Hexocyanoferrat
(111) in den Teststreifen. Dabei entstehen elektrische Stréme, welche vom Messgerét
erfasst werden und sich direkt proportional zu dem in der Probe enthaltenen Blutzu-
cker verhalten.

3.4.2 Insulinbestimmung

Die Insulinbestimmung wurde mit einem kauflichen Radioimmunoassay der Marke
INSULIN-CT durchgefiihrt.

Prinzip

Die mit Insulin-Antikdrpern beschichteten Réhrchen werden mit dem zu untersu-
chenden Plasma geftllt. Das darin enthaltene Insulin wird sich wéhrend der Inkubati-
onszeit an die Antikérper binden. Die Réhrchen werden entleert und mit einer mar-
kiertes Insulin enthaltenden Losung geflllt, um nach einer erneuten Inkubationszeit
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wieder geleert zu werden. Die nun gemessene Radioaktivitat verhalt sich umgekehrt
proportional zu der im Plasma enthaltenen Menge Insulin.

3.4.3 GLP-1-Bestimmung

Die GLP-1-Bestimmung wurde mit dem ELISA-Kit (enzyme-linked immuno sorbent
assay) der Firma LINCO Research durchgeftihrt.

Prinzip

Auf einer Platte haftende monoklonale GLP-1-Antikérper binden das im Plasma vor-
kommende aktive GLP-1 am N-terminalen Ende. Danach wird das ungebundene
Plasma weggewaschen. Nun wird anti-GLP-1-alkaline Phosphatase beigeflgt, wel-
che sich an das auf der Platte immobilisierte GLP-1 bindet. Zuletzt wird MUP (Me-
thyl-Umbelliferyl-Phosphat) hinzugefligt, welches durch die alkaline Phosphatase das
fluoreszierende Umbelliferon freigibt. Die gemessene Fluoreszenz ist direkt proporti-
onal zu der im Plasma enthaltenen Menge GLP-1.
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4, Statistik

4.1 Pharmakokinetik

Die folgenden pharmakokinetischen Parameter wurden berechnet: die maximale
Plasmakonzentration (Cnax) sowie das Zeitintervall zum Erreichen der maximalen
Plasmakonzentration (Tmax). Die Halbwertszeit (T12) wurde geschéatzt durch ein “non-
compartmental”’ Verfahren durch Verwendung der WinNonlin Software (Version 5.01;
Pharsight Corporation, Mountain View, CA).

4.2 Statistische Analyse

Die Darstellung der demographischen Parameter erfolgte rein deskriptiv (Alter, Ge-
wicht, Grésse, BMI). Alle 6 Probanden konnten fur die pharmakokinetische Analyse
verwendet werden. Dosis-Proportionalitdt, AUC and Cmax wurden durch lineare
Regression bestimmt. Die verschiedenen pharmakokinetischen Parameter wurden
mittels Varianz-Analyse (ANOVA) untereinander verglichen. Falls dabei statistisch
signifikante Unterschiede errechnet wurden, wurde nach der ANOVA ein Dunnett
Test (Dunnett’s multicomparison) versus Plazebo durchgefuhrt. Alle statistischen A-
nalysen erfolgten mit Hilfe von SPSS fur Windows Applikationen (Version 14.0). Ein
Unterschied wurde dann als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0.05 betrug.
Die Daten werden als Mittelwerte (+ SEM) dargestellt.
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5. Ergebnisse

5.1 Plasmakonzentrationen von GLP-1

Die Verabreichung von aufsteigenden Mengen von oralem GLP-1 induzierte aufstei-
gende Plasma-Konzentrationen. In der folgenden Graphik sind die Plasmakonzentra-
tionen von GLP-1 (Mittelwert+SEM) vom Nullwert ausgehend auf der Zeitachse dar-
gestellt. Der Nullwert wurde aus den beiden Messungen zu den Zeitpunkten -15
resp. — 1 Minuten vor der GLP-1-Verabreichung ermittelt

300 —O— Placebo
—&— 0.5 mg PO
250 —&— 1.0 mg PO
—%— 2.0 mg PO
—> 4.0 mg PO
—~ 200
|
=
§ |
o 150 -
i
5
& 100
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04 &0 et ttp—i i i &
[ T | ! i ¥ T ! | ! [ ¥ i
0 60 120 180 240 300 360

time (min)

Anhand dieser Graphik kann man den raschen Anstieg der GLP-1-
Plasmakonzentration erkennen. Innerhalb von 15 — 35 Minuten nach Verabreichung
waren die maximalen Werte erreicht. Danach nahm die Konzentration kontinuierlich
ab. Nach ungefahr 60 Minuten erreichten die GLP-1-Konzentrationen wieder ihre
Ausgangswerte, wie sie vor der GLP-1-Verabreichung, in niichternem Zustand ge-
messen wurden.

Bereits hier zeichnet sich ein linearer Anstieg der gemessenen Konzentrationen im
Verhéltnis zu den zunehmenden Dosierungen ab. Eine Ausnahme ergab sich bei der
2.0mg- Dosierung. Dies ist méglicherweise auf kleine Abweichungen wahrend der
Tablettenherstellung zurickzufihren.
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5.2 GLP-1-Plasmakonzentrationen nach intravendser
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In dieser zweiten Abbildung sind die GLP-1 Konzentrationen nach Infusion des Pep-
tids Uber 45 Minuten dargestellt. Der Vergleich mit oraler Verabreichung zeigt, dass
die unteren zwei oralen Dosen ahnlich hohe Blutspiegel erzeugt haben.
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5.3 Verhaltnis der Dosierung zu den AUC-Medianwerten (0-360°)

Median AUC (0-360h)
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FiUr die Mediane der Flachen unter der Kurve (AUC = area under the curve) der
Plasmakonzentrationen kann ein lineares Verhéltnis zur Dosierung aufgezeigt wer-

den.
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5.4 Verhéltnis der Dosierung zu den AUC-Mittelwerten (0-360’)
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5.5 Verhaltnis der Dosierung zu den Medianwerten der maximalen
GLP-1-Plasmakonzentrationen (Cmax-Median)

Median Cmax (pMol/L)
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Wie far die AUC-Mediane kann fir die Mediane der maximalen GLP-1-
Plasmakonzentrationen (Cmax) eine lineare Proportionalitat zur verabreichten Dosie-
rung aufgezeigt werden.
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5.6 Verhaltnis der Dosierung zu den Mittelwerten der maximalen
GLP-1-Plasmakonzentrationen (Cmax-Mittelwert)
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5.7 Zeitpunkie der maximalen GLP-1-Plasmakonzentrationen
(Tmax)

Die maximalen Plasmakonzentrationen waren, unabhangig von der verabreichten
Dosis, nach ungefdhr 15 — 20 Minuten erreicht. Daraus kann die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass die Resorptionskapazitat des Magendarmtrakts Auslastungs-
grenzen aufweist und sich auch mit hdheren GLP-1-Dosierungen nicht mehr steigern
lsst.
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5.8 Insulin-Plasmakonzentrationen nach oraler GLP-1-
Verabreichung

24 -
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20+ —e— 0.5 mg PO
187 —A— 1.0 mg PO
167 —v—2.0 mg PO
144 —0—4.0 mg PO

Insulin (uU/mL)
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time (min)
Es kann keine Proportionalitdt der Insulinwerte zu den verabreichten GLP-1-
Dosierungen nachgewiesen werden. Die Insulinausschittung stieg vor allem ab der

zweiten Dosierung, 1.0 mg GLP-1/kg Koérpergewicht, deutlich an, steigerte sich je-
doch bei héheren Dosierungen kaum noch.
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6. Diskussion

Die pharmakokinetischen Untersuchungen der vorliegenden Studie, welche an sechs
jungen, mannlichen Probanden durchgefiihrt wurden, haben eine dosisabhangige
Absorption des GLP-1 sowie eine Stimulation der Insulinausschittung nach oraler
Verabreichung des Peptids gezeigt.

Aufgrund dieser Resultate kann nun auch das GLP-1 in die Liste der oral absorbier-
baren Peptiden aufgenommen werden. Dank dem Prinzip der Carrier-Molekiile ist
das GLP-1 vor den Verdauungsenzymen geschitzt und genug lipophil, um von der
intestinalen Mukosa aufgenommen werden zu kénnen. Dabei bleibt das Peptid un-
verdndert und somit aktiv. Im Verhaltnis zur intravendsen Verabreichung betragt die
Bioverflgbarkeit bei oraler GLP-1-Verabreichung im Schnitt 4%. Die Werte schwank-
ten zwischen 1 und 10%.

Die hochsten Konzentrationen stellten sich bei allen Dosierungen nach 15 — 35 Minu-
ten ein, was zeigt, dass die Absorption sehr rasch erfolgt. Die beobachteten Konzent-
rationen sind teilweise klar pharmakologische Werte: nach einer 1500 kcal Mahizeit
wurden bei gesunden Probanden maximale GLP-1 Konzentrationen von 60-100
pmol/l beobachtet. Ahnliche Konzentrationen konnten mit einer Infusion von GLP-1
zu einer Dosierung von 0.4 pmol/kg pro Minute erzeugt werden.®

Zwischen den GLP-1-Plasmakonzentrationen nach physiologischer, nahrungsindu-
zierter GLP-1-Ausschittung und oraler GLP-1-Verabreichung waren deutliche Unter-
schiede erkennbar. Die grosste Differenz wurde bei der hdchsten oralen Dosierung
von 4.0mg GLP-1 festgestellt. Die maximalen GLP-1-Plasmakonzentrationen (Cmax)
betrugen 300,6 + 99,4 pMol/L. Diese hohen Konzentrationen sind fiir die moglichen
therapeutischen Anwendungen von grosser Bedeutung.

In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass die im systemischen Kreislauf ge-
messenen Konzentrationen tiefer sind als die im splanchnischen Blut. in einer unpub-
lizierten Arbeit in Ratten waren die Pfortaderwerte flir GLP-1 nach oraler Verabrei-
chung drei mal hoéher als die systemischen GLP-1-Konzentrationen, was auf eine
markante Leberextraktion schliessen lasst (Ehud Arbit, persénliche Mitteilung). Dar-
aus lasst sich ableiten, dass eine orale, therapeutische Anwendung von GLP-1 seine
Wirkung vorwiegend lokal im Gastrointestinaltrakt erzielen kénnte, ohne dabei we-
sentliche unerwiinschte, systemische Nebenwirkungen hervorzurufen.
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Die Insulinausschittung stieg nach der oralen GLP-1-Verabreichung an und erreichte
Werte bis zu 24 pU/ ml, wobei jedoch eine dosisabhdngige Proportionalitat nicht
nachgewiesen werden konnte. Die erhdhte Insulinkonzentration im Plasma hielt etwa
60 Minuten an und fiel danach wieder ab. Die Cmax-Werte von Insulin stiegen zwi-
schen der GLP-1-Dosierung von 0,5mg und 1,0mg an, wéhrend sie bei den néchst
hoéheren Dosierungen nicht mehr weiter anstiegen. Daraus lasst sich schliessen,
dass die Insulinausschiittung ein maximales Niveau erreicht hatte, und sich auch
trotz starkerer Stimulation durch héhere GLP-1-Konzentrationen nicht mehr steigern
liess. Eine starkere Stimulation der Insulinsekretion ist nur bei hdheren Glucosewer-
ten zu erwarten. Die héchsten Werte wurden ca. 45 Minuten nach der oralen GLP-1-
Gabe gemessen (Tmax).

Wie aus friiheren Studien Ober das GLP-1 schon bekannt war, bestanden die uner-
wilnschten Nebenwirkungen hauptséchlich aus Ubelkeit, Véllegefiihl und Schwitzen.
Diese Effekte waren ganz klar dosisabhangig und traten bei der oralen Dosis von 4.0
mg GLP-1 auf, wobei die Plasmakonzentrationen mehr als 150 pMol GLP-1/1 betru-
gen. Bei tieferen Dosierungen traten keine Nebenwirkungen auf. Alle Nebenwirkun-
gen verschwanden nach wenigen Minuten, was mit der kurzen Halbwertszeit des
Peptids erklart werden kann.

Die vorliegenden Ergebnisse kénnen wie folgt zusammengefasst werden: GLP-1
kann durch geeignete Verpackung mit SNAC aus dem Magendarmtrakt absorbiert
werden. Die Absorption ist dosisabhangig und bewirkt eine Freisetzung von Insulin.
Die erzielten Plasmakonzentrationen liegen im pharmakologischen Bereich, sodass
eine therapeutische Anwendung méglich erscheint. Auf Grund seiner biologischen
Wirkungen eignet sich GLP-1 priméar fir die Behandlung von Typ 2 Diabetes (Stimu-
lation der Insulinsekretion, Verminderung der Insulinresistenz). Da das Peptid auch
den Appetit zu reduzieren vermag, ist eine Anwendung auch bei Ubergewicht und
Adipositas denkbar.

Die intravenése oder subkutane Verabreichung ist fir langer dauernde Behandlun-
gen auf Grund der aufwéandigeren Applikation und kurzen Halbwertszeit ungeeignet.
Mit den Daten aus vorliegender Studie kann aufgezeigt werden, dass die orale Ver-
abreichung und intestinale Absorption dank dem Carrier-Molekiil SNAC nicht nur
moglich ist, sondern eine neue potentielle Applikationsmdglichkeit darstellt.
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8. Anhang

- Abb. 1 Screeningformular
- Detaillierte Beschreibung des Versuchsablaufs
- Mengen der Blutenthahmen
- Abb. 2 Ubersicht Blutentnahmen (GLP-1 oral)
- Abb. 3 Ubersicht Blutentnahmen (GLP-1intravends)
- Abb. 4 Flowsheet (GLP-1 oral)
- Abb. 5 Flowsheet (GLP-1 intravends)
- Tabellen:
e AUC, 0-360 Min.
e Maximale GLP-1-Plasmakonzentrationen (Cmax)

e Zeitpunkte der maximalen GLP-1-Plasmakonzentrationen (Tmax)
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Abbildung 1: Screenig-Formular
Studie GLP-1 oral / 2006

Screening
Datum:
Name:
Geb.Datum:
Grosse:

BMI:
Adresse:

Tel.:

E-mail:

Letzte Studie:

Letzte Studienmedikation:

Teilnahme an einer anderen klinischen Studie:

Probandeninformation/IC:

Anamnese:
Krankheiten wahrend letzten 14 Tage:

Medikamente wéhrend letzten 14 Tage:

Frihere Krankheiten/Hospitalisationen:
(spez. Magen-/Darmtrakt betreffend)

Essgewohnheiten (3 Hauptmabhlzeiten pro Tag):

Noxen: 1. Nikotin (Menge):
2. Alkohol (Menge):
3. Drogenkonsum:
4. Coffein (Menge):

Subj.-Nr./Init:
Vorname:
Rasse:

Gewicht:

Natel:

Ausweis:

Allergien (Medikamente, Nahrungsmittel, Pflaster, andere):

Status:

BD: Puls:

Datum/ Investigator :

Incl. Excl.



Detaillierte Beschreibung des Versuchsablaufs

Geplant war urspringlich, dass die Studie fir jede Versuchsperson aus sechs Ver-
suchstagen mit oraler GLP-1-Einnahme und einem Tag mit intravendser Verabrei-
chung bestehen wirde. Dazwischen war eine versuchsfreie Zeit von mindestens drei
Tagen vorgesehen. Tatséachlich aber wurden von den finf Versuchstagen mit oraler
GLP-1-Einnahme nur deren vier durchgefuhrt, da die Studie vorzeitig abgebrochen
werden musste. Bei der vorgesehenen zweithéchsten Dosierung, namlich 4mg GLP-
1, empfanden zwei von den sechs Probanden Ubelkeit, wobei einer erbrechen muss-
te. Daraufhin wurde entschieden den letzten der geplanten Versuchstage, mit der
Dosierung von 8 mg, nicht mehr durchzufuhren.

Jede Woche wurden zwei Versuchstage mit je drei Probanden pro Tag durchgefiihrt.
Ein Versuchstag bestand aus einem ca. 7-stindigem Aufenthalt im Clinical Research
Center (CRC) am Universitatsspital Basel. Die Probanden trafen jeweils um 07.30
Uhr in nlchternem Zustand ein und wurden um ca.14.30 Uhr entlassen. Sie durften
jeweils am Vorabend, ab 22.00 Uhr, ausser Wasser nichts mehr zu sich nehmen. Am

Morgen durfte in der Zeit von einer Stunde vor, bis zwei Stunden nach der Tabletten-
einnahme — abgesehen von der definierten Trinkmenge bei der eigentlichen Tablet-
tenverabreichung — ebenfalls kein Wasser getrunken werden.

Morgens beim Eintreffen wurde ihnen ein Venenverweilkatheter an einem Vorderarm
gesetzt, und sie wurden dazu angehalten, sitzen zu bleiben. Nach den ersten beiden
Blutentnahmen und Glukosemessungen wurden die Tabletten um ca. 08.15 Uhr mit
150ml Wasser eingenommen. Am ersten Tag nahmen die Versuchspersonen eine
Plazebotablette ein, worliber sie aufgeklart worden waren. In den darauf folgenden
vier Wochen wurden die GLP-1/SNAC-Tabletten in aufsteigender GLP-1-Dosierung
von 0.5mg, 1mg, 2mg und 4mg verabreicht.

In regelméassigen Intervallen wurden Blutentnahmen durchgefiihrt zur Messung der
GLP-1- und Insulinkonzentrationen. Die 13 Blutentnahmen Uber den Venflon erfolg-
ten wahrend der gesamten Versuchsdauer in exakt definierten Zeitabsténden zu den
Tablettenaufnahmen: -15°, -1°, + 15’, + 30, + 45°, + 60’, + 90', + 120’, + 150’, + 180’,
+ 240, + 300, + 360’. Bei den 8 Zeitintervallen; -15°, -1’, + 30’, + 60°, + 120’, + 180,
+ 240’, + 360" wurde mit Hilfe einer Tuberkulinspritze aus jeweils etwa 0.1ml Blut,
mittels Glukoseteststreifen, der Blutglukosespiegel bestimmt. Nach jeder Blutent-
nahme wurde der Venflon mit zwei ml NaCl gespilt, um die Bildung von Gerinnseln
zu verhindern. Bei den Blutentnahmen wurden zuerst jeweils zwei ml Blut in eine
Spritze aufgezogen und dann verworfen. Damit konnten Verdiinnungsfehler durch
das zur Spiilung verwendete NaCl verhindert werden.
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Die eigentlichen Blutabnahmen wurden in verschiedene EDTA-Monovetten abgefilit,
woflr an den ersten zwei Versuchstagen drei 2,6ml-Monovetten, je eine fir das GLP-
1, fUr das Insulin und fir Reserven verwendet wurden. Zur Vereinfachung der Ver-
suchsabwicklung wurden flir die letzten Versuche jeweils 2,6ml-Monovetten flr die
erste GLP-1-Bestimmung und 7,6ml-Monovetten fur eine zweite GLP-1-Bestimmung
sowie fUr die Insulinbestimmung und flir Reserven eingesetzt. In die 2,6ml-
Monovetten wurden vor den Blutabnahmen 0,13ml und in die 7,6ml-Monovetten
0,380ml Trasylol beigegeben. Zusatzlich wurden die fir die GLP-1-Messung be-
stimmten 2,6mI-Monovetten mit 0,026m| DPP-IV-Inhibitor abgefillt, um den Abbau
des GLP-1 durch die Dipeptid-peptidase IV zu verhindern. Durch dieses Verfahren
konnte das GLP-1 doppelt bestimmt werden; einmal mit und einmal ohne DPP-IV-
Inhibitor im benutzten Plasma.

Die mit Blut gefullten Monovetten wurden sofort nach der Entnahme auf Eis gekihlt
und dann wahrend 10 Minuten bei 4°C und 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifu-
giert. Nach diesem Vorgang wurde in den ersten Versuchstagen das Plasma wie
folgt auf verschiedene Tubes aufgeteilt: Mindestens 1ml Plasma aus der mit DPP-IV-
Inhibitor versehenen Monovette in ein mit GLP-1 gekennzeichnetes Tube, 0,4ml in
ein Tube fur die Insulinbestimmung (nur zu den 8 Zeitpunkten, an welchen auch die
Glukosebestimmung vorgenommen wurde) und das restliche Plasma aus eben die-
ser Monovette und aus der dritten 2,6ml-Monovette in zwei Reserve-Tubes, welche
mit ,Reserve 1“ und ,Reserve 2“ beschriftet wurden.

An den restlichen Versuchstagen wurde grundsétzlich gleich vorgegangen. Es wur-
den jedoch zwei der drei 2,6ml-Monovetten durch eine 7,6ml-Monovette ersetzt. Aus
dieser wurde das Plasma fir die zweite GLP-1-Messung, fir die Insulinbestimmung
und flr die Reserven abgenommen. Alle Tubes wurden sofort auf Trockeneis gefro-
ren und dann bis zur Dosierung durch das Labor bei -20°C gelagert.

Am Versuchstag der intravendsen GLP-1-Applikation wurden zwei Venenverweilka-
theter, einer an jedem Vorderarm, gesetzt. Uber den einen wurde wahrend 45 Minu-
ten die GLP-1-Lésung mit einer Konzentration von 0.4 pmol/kg*min eingefihrt. Uber
den anderen erfolgten die Blutentnahmen zu den Zeitpunkten -15’, -1’, + 15, + 30', +
45', + 55’, + 65’, + 75", + 90’, + 105, + 120’, + 150°, + 180’ und 360’. Die Vorgehens-
weise und das Material waren dieselben.

Die Versuchspersonen durften sich zwei Stunden nach der Tabletteneinnahme hin-
legen, falls sie dies wiinschten, und sie durften auch wieder Wasser zu sich nehmen.
Nach der letzten Blutentnahme zum Zeitpunkt + 360’ durften sie das CRC verlassen.
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Mengen der Blutentnahme

Die Daten in der Ubersicht verstehen sich pro Proband und Versuchstag.

Erste zwei Versuchstage:

Verwerfung 13x 2ml Spritzen (ca. 1ml aufgezogen)

GLP-1 Bestimmung  13x 2,6ml EDTA-Monovetten + 0,13ml Trasylol +
0,026ml DPP-IV Inhibitor

Insulinbestimmung 8x 2,6ml EDTA-Monovetten + 0,13ml Trasylol

Reserve 1 und 2 13x 2,6ml EDTA-Monovetten + 0,13ml Trasylol

Glukosebestimmung  8x 1ml Tuberkulinspritzen (nur 0,1ml gefullt)

Total abgenommene Blutmenge pro Versuchstag: 102,2ml
(13x1mb)+(13x2,6ml)+(8x2,6ml)+(13x2,6ml)+(8x0,1ml)

Total abgenommene Blutmenge in zwei Versuchstagen: 102,2ml x 2= 204.4ml|

Dritter und vierter Versuchstaq:

Verwerfung: 13x 2ml Spritzen (ca. 1ml aufgezogen)
GLP-1 Bestimmung  13x 2,6ml EDTA-Monovetten + 0,13ml Trasylol +
0,026mI DPP-IV Inhibitor

GLP-1-/ Insulinbestimmung, Reserve 1 und 2
13x7,6ml EDTA-Monovetten+0,38ml Trasylol

Glukosebestimmung  8x 1ml Tuberkulinspritzen (nur 0,1ml gefillt)

Total abgenommene Blutmenge pro Versuchstag: 146,4ml
(13x1ml)+(13x2,6ml)+(13x7,6ml)+(8x0,1)

Total abgenommene Blutmenge in zwei Versuchstagen: 292,8ml
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Tag der intravendsen GLP-1-Verabreichung:

e Verwerfung: 14x 2ml Spritzen (ca. 1ml aufgezogen)
e GLP-1 Bestimmung 14x 2,6ml EDTA-Monovetten + 0,13ml Trasylol +
0,026ml DPP-1V Inhibitor

e GLP-1-/ Insulinbestimmung, Reserve 1 und 2
14x7,6ml EDTA-Monovetten+0,38ml Trasylol

e Glukosebestimmung 7x 1ml Tuberkulinspritzen (nur 0,1ml gefulit)

Total abgenommene Blutmenge an dem Versuchstag: 157,5mi

(14x1ml)+(14x2,6ml)+(14x7,6ml)+(7x0,1)

Bis auf die Glukosemessungen wurden alle Dosierungen durch das Labor des De-
partements Forschung am Universitatsspital Basel durchgefuhnt.
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ORAL APPLICATION OF GLP-1: BLUTENTNAHMEN (27.9.06)

Abbildung 2: Ubersicht Blutentnahmen (GLP-1 oral)

BLUT

BLUT

BLUT PLASMA BLUT PLASMA BLUT PLASMA
verwerfen Glucose GLP-1 aktiv GLP-1 aktiv Insulin+Res insulin Heserven Reserve 1 Heserve 2
Spritze Spritze 2.6ml EDTA-R. 2,6mi EDTA-R.+ 2.6ml EDTA-R.+ (+Ins-Rest) (+Ins-Rest)
mind. t.2mi 0. 4mi
0.13ml Trasylol 0.13mi Trasylol 0.13ml Trasylol
BE Nr. | Zeitpunkt 26ul DPP-IV
1 -30' mind. tmi (.5mi 2.6mi mind. 1.2m1 2.6mi 0. 4mi 2.8mi ca.1.0mi
2 0 rind.{mi 0.5mi 2.6mi mind. 1.2m! 2.6mi (.dml 2.6ml ca.1.0mi
3 15’ mind. tmi 2.6mi mind.1.2ml : 2.6mi ca.0.6mi
4 30' mind. 1mi 0.5ml 2.6ml mind. 1 2mi 2.6ml 0.4mi 2.8mi ca.1.0mi
5 45' mind. 1mi . 2.6l mind. 1 2ml 2.6mi
] 60' mind.1ml 0.5ml 2.8mi mind. 1.2ml 2.8mi 0.4ml 2.6ml
7 90 mind. tml ' 2.6mi mind 1. 2ml : 2.6mi
8 120' mind. Tl 0.5mi 2.6mi mind.1.2ml 2.6ml 0 dmi 2.8mi
9 150' mind. imi 2.6m ming. 1.2 ' 2.6ml ca.0.6mi ca.0.6mi
10 180’ mind. Tmi 0.5ml 2.8mi mind. 1.2 2.6mi 0.4m 2.6mi ca. 1.0mi ca.1.0mi
11 240" mind.imd 0.5ml 2.6ml rring. 1. 2.6mi 0. dmi 2.6 ca.1.0mi ca 1.0mi
12 300 mind. imi 2.6mi ming. 1. : 2.8mi ca.0.6mi ca. 0.6ml
13 360 mind. Tl 0.5mi 2.6mi mind.1.2mi 2.6mi 0.4ml 2.6mi ca.l.0ml ca.1.0ml
Blutmenge mind. 13ml 4t o, 38mi Blut ea.2tml Blut ca 3dml Blut
Trasylol: 1.7ml 1.04 mi 1.69mi
DPP-IV: 0.34ml

Trasylol: 50ul/1ml Blut
DPP-IV: 10ul/1ml Blut
EDTA-Réhrchen Sarstedt: 1.2 /2.6(USB)/ (2.6) / 4.0/ 4.9/ 7.5 (USB)/ (9.0) ml

Blutentnahme-Volumen: 107mi / Versuch resp. 642l / 6 Versuche in 5 Wochen
Kosten fiir Trasylol: 50ml/70.-CHF 160ml/224.-
Kosten fiir DPP-1V: Preis fiir 10mi/500.-CHF ca.12ml & 600.-
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Abbildung 3: Ubersicht Blutentnahmen (GLP-1 intravends)

I.V.- APPLICATION OF GLP-1: BLUTENTNAHMEN (24.11.06)

BLUT BLUT BLUT PLASMA BLUT PLASMA
verwerfen Glucose GLP-1 aktiv | GLP-1 aldiv | GLP-1+Insulin+Hes GLP-1 aktiv Insulin Heserve 1 | Heserve 2 |
Spritze Spritze 2.6ml EDTA-R. 7,5ml EDTA-R.+
mind.1.2ml mind. 1.2ml O.4mi
0.13ml Trasylol 0.375ml Trasylo!
[BE Nr.| Zeitpunk( 26ul DPP-IV
1 -15' mind. Tml 0.5ml 2.6mi mind. 1.2ml 7.5mli mind. 1.2ml 0.4ml ca.1.05mi ca.1.05mi
2 -1 mind. 1mi 0.5mi 2.6mi mind. 1.2ml 7.5mi mind. 1.2ml 0.4m! ca.1.05ml ca.1.05mi
3 15' mind. Tmi : o 2.6mi mind.1.2ml 7.5mi mind. 1.2m} . ca.1.25mi ca.1.25mi
4 30' mind.Tmi 2.6mi mind.1.2ml 7.5ml mind. 1.2ml ca.b.25ml ca.1.25ml
5 45' mind. Tmi 0.5mi 2.6mi mind.1.2ml 7.5ml mind. 1.2mi 0.4ml ca.1.05mt ca.1.05mi
6 55' mind. Tmi 2.6mi mind. 1.2ml 7.5mi mind. 1.2ml . ca.1.25mi ca.1.25ml
7 65' mind. {ml 0.5ml 2.6ml mind.1.2m| 7.5mi mind. 1.2ml 0.4mi ca.1.05mid ca.1.05mi
8 75' mind.1mi ‘ 2.6l mind.1.2mi 7.5ml mind. 1.2ml ' ca1.25ml ca.1.25ml
9 90’ ming. 1ml 2.6ml mind.1.2m} 7 Bmi mind. 1.2ml ca.1.25ml ca.1.25mi
10 105' mind. Tm! 2.6mi mind. 1.2mi 7.5ml mind. 1.2ml ca.1.25ml ca.1.25mi
11 120' mind. tmi 0.5mi 2.6mi mind.1.2ml 7.5mi mind. 1.2ml 0.4mi ca.1.05ml ca. 1.05ml
12 150 mind.tm! - 2.6mi mind.1.2ml 7.5mi mind, 1.2ml : ca.1.2bmi ca.1.25mi
13 180 mind.tmi 0.5ml 2.6mi mind. 1.2ml 7.5mi mind. 1.2mi 0.4ml ca1.05ml ca.1.05ml
14 360" mind. Tml 0.5mi 2.6mi mind.1.2mi 7.5mi ming. 1.2m 0.4ml ca.1.05ml ca.1.05ml
Blutmenge mind.14mi 3,6ml__ | ca. 36.4mi Blut ca.105ml Blut
Trasylol: 1.7ml 1.04 mi
DPP-IV: 0.34ml

Trasylol: 50ul/1ml Blut
DPP-IV: 10ul/1ml Blut

Blutentnahme-Volumen / Person: 158m/

Kosten fiir Trasylol (fiir alle Versuchspersonen): 50ml/70.-CHF; 7.07ml/9.89.-CHF x6 = 58.34CHF

Kosten fiir DPP-IV (fiir alle Versuchspersonen): Preis fiir 10ml/500.-CHF; ca.0.364ml/0.0073.-CHF x6 = 0.044CHF
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Proband:

Abbildung 4: Flowsheet (GLP-1 oral)

Orale Applikation von GLP-1 (Diss Cornelia Ganzoni)

Initialen Subj.nr. Exp. Dosis Datum
Zeitschema | Zeitplan istzeit | Proben- |Glucose- 2.6mi EDTA |2.6mi EDTA [(2.6mi EDTA
nummer |bestimmung 0.13mi Tras. |0.13ml Tras. [0.13ml Tras. Bermerkungen
26ul DPP
Glucose mmol/l |GLP-1 aktiv  [Insulin (0.4ml) |Reserve 142
+ Reserven
-15' 1
-1 2
o' Prif-
substanz
15' 3
30" 4
45' 5
60' 6
90 7
120° 8
150' 9
180" 10
240' 11
300 12
360’ 13
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Abbildung 5: Flowsheet (GLP-1 intravens)

IV - Applikation von GLP-1 (Diss Cornelia Ganzoni)

Proband: Initialen Subj.nr. Exp. Dosis Datum
Zeitschema | Infusion Zeitplan Istzeit Proben- [Glucose- 2.6ml EDTA (2.6m! EDTA |2.6ml EDTA
GLP-1 nummer |bestimmung 0.13ml Tras. [0.13mi Tras. }0.13m! Tras.
0,8pmol/kg/min 26ul DPP Bermerkungen
Glucose mmol/l |GLP-1 aktiv  |Insulin (0.4ml) |Reserve 1+2
+ Reserven
-15' 1
-1 2
art der
Infusion, 0'
15' 3
30 4
45' 5
55' 6
65' 7
75 8
90" 9
105' 10
120" 11
150 12
180" 13
360 14
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Tabelle: AUC, 0-360 Minuten

Subject Placebo 0.5mg PO | 1mgPO 2 mg PO 4 mg PO 0.1mglVv
1 -18.0 80.6 2021.6 2224.6 1509.5 4088.8
2 -47.0 2268.3 5038.1 1304.7 2688.8 2489.2
3 -8.3 1329.2 7526.3 439.9 13184.3 2743.5
4 -1.1 1743.4 701.6 1377.7 10021.2 1982.1
5 1.1 748.1 479.4 1652.9 5318.7 1986.1
6 -377.7 540.6 535.0 855.5 1354.9 2095.5
Mean -75.2 1118.4 2717.0 1309.2 5679.6 2564.2
Median -13.1 1038.6 1361.6 1341.2 4003.7 2292.4
SD 149.2 813.1 2926.8 620.0 4905.9 806.8
SEM 60.9 331.9 1194.9 253.1 2002.8 329.4
Maximale GLP-1-Plasmakonzentrationen (Cmax)

Subject Placebo 0.5mgPO | 1mgPO 2 mg PO 4 mg PO 0.1mglV
1 0.3 53 69.0 133.0 95.0 97.6
2 0.1 120.2 244 .2 89.2 168.2 56.5
3 0.1 39.7 238.5 25.7 607.5 61.6
4 0.4 118.2 36.8 76.1 603.4 46.9

5 0.0 56.6 27.8 108.7 248.7 43.5

6 0.7 41.0 36.8 69.6 80.9 50.3
Mean 0.2 63.5 108.8 83.7 300.6 59.4
Median 0.2 48.8 52.9 82.7 208.4 53.4
SD 0.3 46.3 103.6 36.6 243.6 19.8
SEM 0.1 18.9 42.3 14.9 99.4 8.1

39




Zeitpunkte der maximalen GLP-1-Plasmakonzentrationen (Tmax)

Subject Placebo | 0.5mgPO | 1mgPO 2mg PO 4 mg PO 0.1mglv
1 90.0 15.0 30.0 15.0 15.0 45.0
2 15.0 15.0 15.0 15.0 15.0 45.0
3 60.0 30.0 30.0 15.0 30.0 30.0
4 120.0 15.0 15.0 15.0 15.0 30.0
5 30.0 15.0 15.0 15.0 15.0 15.0
6 0.0 15.0 15.0 15.0 15.0 30.0
Mean 52.5 17.5 20.0 15.0 17.5 32.5
Median 45.0 15.0 15.0 15.0 15.0 30.0
SD 46.2 6.1 7.7 0.0 6.1 11.3
SEM 18.9 2.5 3.2 0.0 2.5 4.6

40




