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Einleitung

1 Einleitung

,»Ein Arzneimittel, von dem behauptet wird, dass es keine Nebenwirkungen habe, steht im dringenden
Verdacht, auch keine Hauptwirkung zu besitzen (Kuschinsky 2016, S. 23). Der Mainzer
Pharmakologe Prof. Gustav Kuschinsky machte mit diesem Zitat deutlich, dass in der Therapie mit
Arzneimitteln neben der gewinschten Wirkung eines Medikaments h&ufig mit Nebenwirkungen
gerechnet werden muss. Die Erforschung der Ursachen von Wirkung und Nebenwirkungen von
Arzneimitteln sind demnach zentrale Aufgaben der pharmakologischen Forschung.

Dabei ist allgemein bekannt, dass die Wirkung von Medikamenten bei Menschen ganz unterschiedlich
ausfallen kann und somit eine sehr grofe interindividuelle Variabilitat in der erwarteten Wirkung von
Medikamenten besteht. Uber die Benzodiazepine wei man beispielsweise, dass sie in ihrer
Wirkstarke interindividuell stark variieren kénnen (Olkkola und Ahonen 2008). Aber auch fiir andere
Medikamente ist dies in der klinischen Praxis eine alltdgliche Problematik. So erzielt eine
medikamentdse Therapie oft nur bei 30 bis 60 Prozent der Patienten die gewiinschte Wirkung (Spear
et al. 2001).

Ebenso verhalt es sich mit den unerwiinschten Wirkungen von Arzneimitteln. Eine im Journal of the
American Medical Association publizierte Studie zeigte hierzu, dass in den USA jahrlich ca. 100.000
Patienten an den Folgen unerwiinschter Nebenwirkungen von Medikamenten sterben; die Zahl der
schweren Nebenwirkungen ohne Todesfolge wurde dabei auf 2,2 Millionen Patienten geschéatzt
(Lazarou et al. 1998). In einer prospektiven englischen Studie wurde dargelegt, dass von 18.820
Krankenhauseinweisungen 1.225 aufgrund unerwinschter Arzneimittelwirkungen erfolgen. Dies
entspricht einem Anteil von 6,5 Prozent. Dadurch entstehe zudem eine zuséatzliche finanzielle
Belastung von bis zu 466 Millionen Pfund (entspricht 706 Millionen Euro) pro Jahr (Pirmohamed et
al. 2004). Auch in Deutschland lassen sich vergleichbare Daten finden. In einer aktuellen deutschen
Studie wurden 10.174 Patienten untersucht, die sich in einer Notaufnahme in vier verschiedenen
deutschen Stadten vorstellten. Davon wurden 665 Patienten (was einen Anteil von 6,5 Prozent
ausmacht) detektiert, die aufgrund von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen vorstellig waren.
Héufig flhrten diese Vorstellungen dann auch zur stationdren Aufnahme (Schurig et al. 2018). Dies
wiederum kann zu einer korperlichen sowie psychischen Belastung fiir den Patienten aber auch zu

einer finanziellen Belastung des Gesundheitssystems fiihren (Rottenkolber et al. 2011).



Einleitung

Eines der zentralen Ziele der individualisierten oder personalisierten Medizin ist die exakte
Anpassung von Arzneimitteldosierungen an den individuellen Bedarf eines Patienten, um so
insbesondere Uber- oder Unterdosierungen zu vermeiden und Kosten, die sonst aufgrund unerwarteter
Nebenwirkungen anfallen wirden, zu sparen (Meyer et al. 2013). Dabei spielen neben
Umwelteinfliissen ebenso erblich bedingte Faktoren auf den Metabolismus und somit auf die Wirkung
eines Arzneimittels eine wichtige Rolle. Im klinischen Alltag werden die meisten Medikamente
bekanntlich oral verabreicht, sodass ein groBes Interesse an einem guten Verstandnis der Wirkungen

und Nebenwirkungen nach oraler Verabreichung besteht.

Mittels molekulargenetischer Methoden ist es zunehmend maglich, die genetischen Varianten in den
Arzneimittel-metabolisierenden  Transportern und Enzymen zu entschlisseln, um so die
interindividuellen Unterschiede in der Aktivitat, Funktion und Expression dieser Transporter und
Enzyme erklaren zu konnen. Lé&sst sich in Kklinischen Studien ein signifikanter Hinweis auf den
Einfluss genetischer Varianten auf die Medikamentenwirkung nachweisen, so konnten in der
klinischen Praxis genetische Analysen vor Therapiebeginn etabliert werden, um so dem Ziel einer

individualisierten Medizin etwas naherzukommen.

1.1 Pharmakogenetik und -genomik

1.1.1 Individuelle Unterschiede in Arzneimittelwirkungen

Eine Arzneimitteltherapie kann in der gleichen Dosierung bei einigen Menschen unwirksam sein, bei
anderen zu gravierenden Nebenwirkungen fuhren und wiederum bei anderen den gewinschten
therapeutischen Effekt erbringen (Vesell 1989). Aus den zuvor genannten Studien und Metaanalysen
wird ersichtlich, dass unerwiinschte Wirkungen von Arzneimitteln oft schwer vorhersehbar und
einzuschdtzen sind. Faktoren wie Geschlecht, Alter, Kdrpergewicht oder Nierenerkrankungen kénnen
dabei zu individuell unterschiedlichen Arzneimittelwirkungen fuhren. Ebenso k&nnen erbliche
Variationen, die einen Einfluss auf den Arzneimittelmetabolismus austben, individuell
unterschiedliche Arzneimittelwirkungen hervorrufen. Dies wird jedoch in der tdglichen medizinischen

Praxis noch zu wenig bertcksichtigt (Schwab et al. 2011).

Das Gebiet der Pharmakogenetik und -genomik stellt die genetische Variabilitdt in den Mittelpunkt,
die sowohl die pharmakokinetischen als auch die pharmakodynamischen Eigenschaften eines
Arzneistoffes beeinflussen (Evans und McLeod 2003). Hinsichtlich der Pharmakokinetik bedeutet
dies, dass eine Vielzahl von Enzymen und Transportern im Arzneimittelmetabolismus durch

sogenannte genetische Polymorphismen in ihrer Aktivitat beeinflusst ist (Evans und Relling 1999).



Einleitung

Die Pharmakogenetik beschaftigt sich vor allem mit der Erforschung bestimmter Varianten eines
einzelnen Gens, wohingegen der Bereich der Pharmakogenomik die gesamten Gene eines Organismus
untersucht. Gelegentlich werden die beiden Begriffe auch synonym benutzt (Evans und McLeod
2003).

Der Begriff der Pharmakogenetik wurde 1959 von dem Heidelberger Humangenetiker Vogel geprégt.
Einige Jahre davor diskutierte schon Motulsky in einem ersten Review zu diesem Themengebiet, dass
die interindividuellen Unterschiede in der Arzneimittelwirkung genetischen Ursprungs sein kénnten
(Motulsky 1957). Vesell fiihrte erste Studien mit mono- und dizygoten Zwillingen durch, um diese
vermuteten genetischen Zusammenhange nachweisen zu kdnnen (Vesell und Page 1968a, Vesell und
Page 1968b, Vesell und Page 1968c). Damals waren jedoch die spezifischen Transportproteine und
Enzyme noch nicht entdeckt. Untersuchungen zu den Medikamenten Spartein (Eichelbaum et al.
1979) sowie Debrisoquin (Mahgoub et al. 1977) fiihrten zu der Entdeckung des zun&chst als
Spartein/Debrisoquin bezeichneten Polymorphismus, der spater als CYP2D6-Polymorphismus
bezeichnet wurde. Dabei fand sich Mitte der 1970er Jahre, dass es zwei klar differenzierbare
Untergruppen in der Bevodlkerung gab; zum einen die schnellen Metabolisierer (extensive metabolizer)
und zum anderen die langsamen Metabolisierer (poor metabolizer) (Mahgoub et al. 1977; Eichelbaum
et al. 1979; Eichelbaum und Burk 2001). Dies bildete den Grundstein dafir, dass etwa 15 Jahre spéater
die molekulargenetischen Ursachen der Variabilitat vieler erblich variabler Cytochrom-P450-Enzyme
entschlisselt werden konnten. Ein weiterer Durchbruch war die Erkenntnis, dass sich
Arzneimittelwirkungen nicht nur interindividuell unterscheiden kdnnen, sondern auch zwischen
einzelnen Populationen erhebliche Unterschiede bestehen kdnnen (Kalow 1982). Ende der 1980er
Jahre wurden im Weiteren die ersten molekulargenetischen Nachweise des CYP2D6-Polymorphismus
etabliert (Gonzalez et al. 1988). Dies war ein weiterer Meilenstein in der pharmakogenetischen
Forschung. Konnten zuvor nur ausgehend vom Phéanotyp (z. B. der Blutkonzentration oder der
Halbwertzeit) Rickschliisse auf die genetischen Zusammenhange gezogen werden, so gab es nun erste
Methoden die zugrundeliegenden Genotypen zu bestimmen. So konnten Uber die folgenden Jahre

weitere CYP-Polymorphismen entschliisselt werden.

Um die klinische Relevanz der Pharmakogenetik zu verdeutlichen, skizziert die Tabelle 1 einige
unerwiinschte Wirkungen, von denen entweder nur manche Patienten betroffen sind oder die bei
manchen Patienten eine sehr starke Auspragung haben, sowie die dazugehdrigen und urséchlichen

Genvarianten.
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Tabelle 1 Individuelle Unterschiede in der Arzneimittelwirkung

Urséachlicher

Arzneimittel Unerwunschte Wirkung .
Polymorphismus

Primaquin Gravierende Hamolysen Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenasemangel

Succinylcholin Geféhrlich lange Muskelladhmung ~ Varianten im Gen der

Cholinesterase

Cumarine wie beispielsweise Schwere Blutungskomplikationen ~ Verminderte Vitamin-K-

Warfarin oder Phenprocoumon Epoxid-Reduktase-Aktivitat
6-Mercaptopurin, Azathioprin ~ Stark ausgepragte Thiopurin-
Myelosuppression Methyltransferasemangel

Tabelle nach Brockméller und Tzvetkov 2008

1.1.2 Ursachen der Unterschiede in Arzneimittelwirkungen

Erbliche Faktoren koénnen individuelle Unterschiede in der Arzneimittelwirkung bedingen. Die
genetischen Ursachen liegen jedoch nicht immer in einem einzelnen Gen begrindet. Es besteht
vielmehr ein multifaktoriell bedingtes Zusammenspiel aus mehreren Genen und Gen-Gen-
Interaktionen. Dabei stehen sogenannte genetische Polymorphismen im Vordergrund (Evans und
McLeod 2003).

Als Polymorphismus definiert ist ein in mindestens zwei Auspragungen (Phano- bzw. Genotypen) in
der Bevoélkerung vorkommendes vererbtes Merkmal, welches mit einer Haufigkeit von mehr als einem
Prozent auftritt. Seltene genetische Variationen treten mit einem VVorkommen von weniger als einem
Prozent auf (Eichelbaum et al. 2002). Genetische Polymorphismen lassen sich vor allem in den
Arzneimittel-metabolisierenden Enzymen, aber auch in Transportern und Rezeptoren von
Arzneimitteln finden (Evans und Relling 1999) und bilden die Grundlage fiir die inter- und
intraindividuellen Unterschiede in den Reaktionen auf Arzneimittel. Durch die Anfang der 2000er
Jahre erfolgte Entschlisselung des gesamten menschlichen Genoms (International Human Genome
Sequencing Consortium 2004) und dem sich anschlielenden ,,1000-Genome-Project* (Sudmant et al.
2015) konnte mithilfe genomweiter Analysen sehr viel effektiver nach den Ursachen individueller
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Nebenwirkungsrisiken gesucht werden. Durch diese Analysen wurden bis zu 80 Millionen
unterschiedlicher sogenannter Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNP) entdeckt, die zum Teil auch
in kodierenden Regionen der Gene des Arzneimetabolismus liegen (Sachidanandam et al. 2001;
Abecasis et al. 2010; Auton et al. 2015). Dabei umfasst diese extrem grof3e Zahl aber auch seltene oder

nur einmalig auftretende Varianten im menschlichen Genom.

Neben erblichen Faktoren konnen Umweltfaktoren die individuelle Variabilitat in der Wirkweise und

Wirkung von Medikamenten beeinflussen. In Tabelle 2 sind einige davon kurz erléutert.

Tabelle 2 Umweltfaktoren mit Einfluss auf Arzneimittel-Pharmakokinetik

Umweltfaktor Beispiel Auswirkung

Erndhrung Grapefruit Ausgepragte Interaktionen (Hemmung
des Stoffwechsels) einer Vielzahl von
Medikamenten wie Midazolam.

Besonders betroffen ist das Enzym
CYP3A4 (Kupferschmidt et al. 1995).

Johanniskraut Vermehrte  Expression  Arzneimittel-
metabolisierender Enzyme und
Membrantransporter (Wang et al. 2001)

Wechselwirkungen mit NSAR und Glukokortikoide Stark erhohtes Risiko gastrointestinaler

anderen Medikamenten Blutungen (Piper et al. 1991)
Acetylsalicylsaure und Steigerung der Rate gastrointestinaler
Ibuprofen Blutungen, vor allem Dbei &lteren

Menschen (Garcia Rodriguez  und
Hernandez-Diaz 2001; Lapane et al.

2001)
Noxen Polyzyklische aromatische ~ Beeinflussung und Verdnderung des
Kohlenwasserstoffe im Arzneimetabolismus, z. B. Induktion von
Tabakrauch CYP1A2 (Zevin und Benowitz 1999)
Alkohol Veranderung des Arzneimetabolismus,

z. B. Induktion von CYP2E1 und der
Alkoholdehydrogenase (Fraser 1997)

CYP=Cytochrom-P-450-Enzym, NSAR=nichtsteroidale Antiphlogistika (Antirheumatika)

Als weitere Ursachen der Unterschiede in Arzneimittelwirkungen sollten die individuellen Korper-

und Organfunktionen bertlicksichtigt werden. So spielt beispielsweise das Alter und die damit
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verbundenen verminderten oder verénderten Funktionen von Nieren und Leber eine Rolle. Das
Korpergewicht sowie die Fettverteilung im Korper kénnen Einfluss auf das Verteilungsvolumen und
den Stoffwechsel von beispielsweise lipophilen Medikamenten nehmen. Zudem existiert zwischen
Frauen und Mannern sowie bei Schwangeren ein unterschiedliches Ansprechen auf einige Arten von
Arzneimitteln (Soldin und Mattison 2009).

Natirlich muss der Patient das ihm verschriebene Arzneimittel auch einnehmen. Aus diesem Grunde
ist die Compliance des Patienten ein nicht zu vernachlassigender Faktor, der fur die Wirkung eines
Medikamentes verantwortlich ist. Aus einer deutschen Studie im Jahr 2012 geht hervor, dass bis zu 33
Prozent der untersuchten Patienten ihre vom Arzt verordneten Medikamente nicht oder nicht richtig

einnehmen (Glombiewski et al. 2012).

1.1.3 Medizinische Bedeutung der Pharmakogenetik und Anwendung in der
Praxis

Eines der zentralen Ziele der Pharmakogenetik und -genomik ist die exakte Anpassung von
Arzneimitteldosierungen an den individuellen Bedarf eines Patienten bzw. eine Stratifizierung von
Patienten in unterschiedliche Gruppen mit daran angepasster Arzneimitteltherapie (Evans und McLeod
2003). Dadurch sollen insbesondere Uber- oder Unterdosierungen vermieden und die Kosten, die sonst
aufgrund unerwarteter Nebenwirkungen anfallen wirden, gespart werden. Zunehmend werden auch
Genvarianten identifiziert, mit denen sich zum Beispiel allergisch bedingte Nebenwirkungen
voraussagen lassen. Auch dies kann zu einem besseren Nutzen-/Risiko-Verhaltnis von Arzneimitteln

beitragen, indem Risikogruppen entsprechend angepasst behandelt werden (Hughes et al. 2004).

Die Idee dabei ist, dass mittels spezieller Gentests aus einer Blutprobe oder einem
Mundschleimhautabstrich des Patienten durch Bestimmung von Biomarkern dem Patienten eine
angepasste Pharmakotherapie verschrieben werden kann. Begriffe wie individualisierte oder
personalisierte Medizin werden hier oft in diesem Zusammenhang benutzt. Dabei ist es jedoch
wichtig, von einer ganzheitlichen Betrachtung des Patienten auszugehen. Dies bedeutet, nicht nur die
genetischen Anlagen des Patienten zu beachten, sondern weitere Einfliisse wie beispielsweise das
Lebensalter, Geschlecht, Gewicht und die individuelle Lebensweise mit einzubeziehen (Schwab et al.
2011).

Eine Kklinische Anwendung pharmakogenomischer Forschung ist zum Beispiel die Zulassung des
Medikaments lvacaftor im Jahre 2012. Ivacaftor, dessen Handelsname Kalydeco lautet, wird zur
Behandlung der zystischen Fibrose angewendet (Fachinformation Ivacaftor 2017). Das Medikament
wirkt jedoch nur bei Patienten, die eine bestimmte Mutation im cystic fibrosis transmembrane
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regulator (CFTR)- Gen aufweisen. Dazu zahlen die Mutationen G551D, G1244E, G1349D, G178R,
G551S, S1251N, S1255P, S549N und S549R. Das CFTR-Gen kodiert einen Chloridkanal, welcher fir
die Regulation von Chlorid- und Wassertransport in der Plasmamembran und Epithelzellen zustandig
ist und welcher bei dieser Erkrankung defekt ist. Ivacaftor kann nun beispielsweise bei einer G551D
Mutation direkt am CFTR-Gen eingreifen, seine Aktivitat andern und dadurch die Funktion verbessern
(Eckford et al. 2012). Daraus resultiert bei den betroffenen Patienten eine signifikante Verbesserung
der Lungenfunktion. Zudem konnte ein Rickgang von Schwere und Haufigkeit der typischerweise
krankheitsbedingt  auftretenden  exazerbierten  Bronchitis  dokumentiert  werden.  Vor
Behandlungsbeginn konnen durch validierte Genotypisierungsmethoden Patienten mit den passenden

Mutationen herausgefiltert werden (Clancy et al. 2014).

1.2 Pharmakokinetik

1.2.1 Unterschiede in der intravendésen und oralen Dosierung

In der Regel gelangt ein Arzneimittel nach Zufuhr Uber die Blutgefdlle zum Zielorgan, was auch als
systemische  Therapie bezeichnet wird. Dabei gibt es viele Maoglichkeiten der
Medikamentenapplikation. In dieser Arbeit wird die Pharmakokinetik nach intraventser und oraler
Applikation naher analysiert. Bei der intravendsen Injektion gelangt der Arzneistoff direkt in die
Blutbahn und ist dem Organismus definitionsgemdal zu 100 Prozent bioverfligbar. Bei der oralen
Applikation hingegen muss der Wirkstoff in der Regel zundchst die Dunndarmschleimhaut
Uberwinden. Danach folgt die erste Passage (ber das Pfortadersystem durch die Leber. Viele
Medikamente werden bereits beim Durchtritt durch die Darmschleimhaut und noch mehr dann bei der
ersten Passage durch die Leber verstoffwechselt. Dieser sogenannte First-Pass-Metabolismus (auch
First-Pass-Effekt) in Darm und Leber kann zur Folge haben, dass ein Pharmakon schon vor
gewiinschtem Wirkungseintritt weitgehend aus dem Blut entfernt wird (Gugeler und Klotz 2000;
Mutschler et al. 2013). Im Vergleich zu einer intravendts applizierten Dosis ist die Bioverfugbarkeit bei
oraler Applikation hdufig vermindert, was sich durch den Parameter der Flache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve (area under the curve, AUC) zeigen und quantitativ messen l&sst (Gibaldi
et al. 1971). Daraus erklart sich, warum die orale Dosierung im Vergleich zur intraventsen Dosierung
oft um ein Vielfaches hoher sein muss, um die gleiche Wirkung zu erreichen. Es bestehen jedoch
Schwierigkeiten bei einem Medikament nach oraler Dosierung zu zeigen, wie viel des First-Pass-
Metabolismus im Darm und wie viel in der Leber stattfindet, da es in der Regel in der entsprechenden
Forschung fir Menschen nur schwer zumutbar ist, eine Konzentrationsanalyse im Pfortaderblut

durchzufihren.
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In der Abbildung 1 wird der zuvor beschriebene Weg eines oral verabreichten Medikaments mit seiner

prasystemischen Elimination und der daraus resultierenden Bioverfligbarkeit veranschaulicht.

Oral verabreichtes Arzneimittel

.

Aufnahme in den Magen-Darm-Trakt

-

Biotransformation
in der Leber
(hepatischer
First-Pass-Effekt)

Transport in den Darm
_\.’ Pfortader Lebervene

Zerfall und Freisetzung
des Wirkstoffs

.

Metabolisierung

in der Darmwand ) - )
"bioverfiigbarer Anteil"

Mikrobieller Abbau / (intestinaler
bereits im Darmlumen First-Pass-Effekt) \

Elimination mit den Fizes Elimination mit der Galle

Abbildung 1 Weg eines oral verabreichten Medikaments

Im Gegensatz zur intravendsen Applikation wird die orale Arzneimittelresorption und damit die orale
Bioverfugbarkeit eines Pharmakons durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Die Mucosa des
Dinndarms stellt ein erstes Hindernis dar. In der Darmschleimhaut lassen sich Membrantransporter
wie MDR1 und MRP2 sowie Phase I- und Phase 1I-Enzyme der Biotransformation detektieren, die fur
eine verminderte Absorption von Substanzen verantwortlich sein kdnnen (Chan et al. 2004). So konnte
zum Beispiel ein Zusammenhang zwischen einer hohen intestinalen Expression von P-Glycoprotein-
mRNA und einer verminderten oralen Bioverfugbarkeit von Cyclosporin nachgewiesen werden
(Fricker et al. 1996). Zudem ist bekannt, dass die erste Cytochrom-P450-basierte Metabolisierung in
den Enterozyten des Darms stattfindet, wobei das Enzym CYP3A4 eine grofRe Rolle spielt (de Waziers
et al. 1990).

Weitere wichtige Faktoren, die die enterale Resorption von oral eingenommenen Arzneimitteln

beeinflussen, werden zusammenfassend in Tabelle 3 dargestelit.
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Tabelle 3 Faktoren mit Einfluss auf die enterale Resorption

Beeinflussender Faktor Beispiel

Substanzeigenschaft MolekiilgroRe, Ladungszustande und
Wasserloslichkeit oder Lipophilie des
Arzneimittels

Galenik Loslichkeit, Losungsgeschwindigkeit bzw.
Zerfallsgeschwindigkeit des verabreichten
pharmazeutischen Préparates

Anatomie Oberflache, Durchblutung und pH-Verhéltnisse
des Magen-Darm-Trakts

Beschleunigte oder verlangsamte Durch fettreiche, feste oder sehr warme Kost

Magenentleerungszeit und Darmpassage sowie durch Opiate verlangsamt; durch groRe

Flussigkeitsmengen oder Parasympathomimetika
beschleunigt

Tabelle nach Schwab und Eichelbaum 2017, S. 35

1.2.2 Arzneistofftransport

Bei der Resorption eines Medikamentes Uber die Darmwand muss dieses sowohl die luminale (dem
Darm zugewandte) Membran der Darmepithelzellen als auch anschlieBend die apikale (dem Kdorper
zugewandte) Membran Uberwinden. Ebenso muss fir die Biotransformation in der Leber das
Arzneimittel zunédchst Ober die Membran in die Leber transportiert werden und anschlielend
gegebenenfalls in die Galle ausgeschieden werden. Bei all diesen Membranpassagen spielen
Transportproteine eine grof3e Rolle. In der Literatur wird der Transport der Fremdstoffe hdufig auch

als Phase 111 der Biotransformation bezeichnet (Xu et al. 2005).

Da stets eine wachsende Zahl an Arzneimitteln identifiziert wird, die als Substrat oder sogar als
Inhibitor von Transportern fungieren, wird der Forschung im Bereich der Transportproteine stetig
mehr Wert zugeschrieben (Ho und Kim 2005). Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die
Bewertung jedes einzelnen Transporters eine Herausforderung darstellt, da beispielsweise Substrate
von OATP1B1 von anderen Transportproteinen oder von CYP-Enzymen beeinflusst werden kdnnen
(Kivistd und Niemi 2007).

In Tabelle 4 sind vier beispielhafte Transportproteine mit deren Substrateigenschaft und Vorkommen

genannt.
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Tabelle 4 Vorkommen und Eigenschaften vier beispielhafter Transportproteine

Codierendes Transportprotein Substrateigenschaft Vorkommen  Beispiel fur
Gen . o transportiertes
Alt
er.natlve Vollstandiger Medikament
Bezeichnung  Name
SLCO1B1 OATP1B1 organic anion Transport bei Leber Torasemid
(Influx) transporting »physiologischem* Pravastatin
polypeptides pH-Wert von ca. 7,4 Valsartan
1B1 negativ geladener Repaglinid
organischer Anionen
SLC22A1 OCT1 organic cation  Transport positiv Leber Metformin
(Influx) transporter 1 geladener organischer Aciclovir
Kationen Amantadin
Sumatriptan
ABCB1 MDR1 multi drug Transport apolarer Darm, Leber,  Talinolol
(Efflux) resistance 1 (lipophiler) Niere, Gehirn, Digoxin
Substanzen Plazenta Dabigatran
ABCC2 MRP2 multidrug Transport organischer ~ Darm, Leber,  Cisplatin
(Efflux) resistance- Anionen sowie Niere, Gehirn  Indinavir
associated Glucuronide
protein 2

Tabelle nach Ho und Kim 2005 und nach US Food and Drug Administration 2018

Als Influx-Transportproteine sind Transporter bezeichnet, die ein Substrat in die Zelle hineintransportieren; als Efflux-Transportproteine
werden die Transporter definiert, die ein Substrat aus der Zelle hinausbeférdern.

1.2.3 Arzneistoffmetabolismus

Nach der Resorption und den ersten Transportvorgéngen folgt bei der Mehrzahl aller Medikamente die

Elimination durch metabolische Umwandlungen im Rahmen der Biotransformation. Die
Ausscheidung der dann gebildeten Stoffwechselprodukte (Metaboliten) erfolgt im Anschluss entweder

uber die Leber in das bilidre System oder tber die Niere in den Urin (Gugeler und Klotz 2000).

Im Wesentlichen l&sst sich die Biotransformation in zwei Phasen einteilen. Wahrend der Phase |
(Funktionalisierungsreaktion) werden funktionelle Gruppen mittels Reaktionen wie Oxidation,
Reduktion, Hydrolyse oder Hydratisierung in ein unpolares Molekil eingefugt. Zu den Phase-I-
Enzymen zédhlen die Cytochrom-P450-Monooxygenasen, die bei der oxidativen Metabolisierung eine
zentrale Rolle spielen. Wahrend der Phase Il (Konjugationsreaktion) werden die funktionellen

Gruppen mit wasserloslichen Molekiilen gekoppelt. Die Phase Il kann aber auch ohne Phase |
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erfolgen. Bei einigen Medikamenten sind erst die Phase-1-Metaboliten pharmakologisch wirksam. Die

Ausgangssubstanz wird dann als Pro-Drug bezeichnet (Mutschler et al. 2013).

1.2.4 Cytochrom-P450-Enzyme

Beim Abbau von endogenen Substanzen sowie korperfremden Stoffen wie Arzneimitteln,
Karzinogenen und Umweltgiften, die als sogenannte Xenobiotika zusammengefasst werden, spielt das
Cytochrom-P450-Enzymsystem eine wichtige Rolle (Martignoni et al. 2004). Cytochrom-P450-
Enzyme kommen ubiquitar in fast allen Formen des Lebens auf der Erde vor und werden in einer
Genfamilie zusammengefasst. Dabei erfolgt die Abgrenzung unter den einzelnen Enzymen Uber
Strukturhomologien, die mit Ahnlichkeiten im Substratspektrum einhergehen. Dazu entwickelten
Nebert und Gonzales Ende der 1980er Jahre eine Nomenklatur, in der hinter die Abkiirzung CYP, die
Familiennummer (z. B. CYP3), die Subfamilienbeschreibung (z. B. CYP3A) und die Nummer des
einzelnen lIsoenzyms einer jeden Familie (z. B. CYP3A4) hinzugefugt werden. Mitglieder einer
Familie weisen eine gemeinsame Strukturhomologie von lber 40 Prozent, Mitglieder der Subfamilie
eine gemeinsame Aminoséuresequenz von tber 55 Prozent auf (Nebert und Gonzalez 1987; Nebert et
al. 1991). Laut Nelson sind beim Menschen bisher 18 Subtypen mit 57 funktionell unterschiedlichen
Enzymen detektiert worden (Nelson 2009). Davon besitzen die hochste Aktivitdt fur den
Medikamentenabbau in der menschlichen Leber die CYP-Enzyme CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l und CYP3A, die dadurch hauptverantwortlich fiir den
hepatischen First-Pass-Metabolismus gemacht werden kénnen (Shimada et al. 1994). Anzahl und
Aktivitat der CYP-Enzyme konnen individuell sehr variabel sein. Durch genetische Polymorphismen
kann es zu einer verstarkten oder reduzierten Aktivitat dieser Enzyme kommen. Daraus entstehen
wiederum individuelle Unterschiede in der Wirkung von Medikamenten, die zum Beispiel zu
Symptomen wie bei einer Uber- oder Unterdosierung fiihren konnen (Eichelbaum et al. 2002). So
konnten beispielsweise fiir CYP2D6 genetische Polymorphismen nachgewiesen werden, die zu einem
volligen Fehlen des Enzyms fihren (Sachse et al. 1997). Fir die interindividuelle Aktivitat von
CYP3A4 hingegen spielen neben einigen bekannten Genpolymorphismen ebenso nicht-genetische
Faktoren wie beispielsweise die Induktion und Inhibition von CYP-Enzymen durch andere Substanzen
eine wesentliche Rolle (Liu et al. 2007). In der Tabelle 5 sind einige wichtige CYP-Enzyme sowie

deren Substrate und Variationen benannt.
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Tabelle 5 Vorkommen und Eigenschaften ausgewdhlter CYP-Enzyme

Erworbene Ursachen der

Angeborene Ursachen der

Abkiirzung  Substrate Variation durch "
Variation
Induktion Inhibition
CYP1A2 Coffein Rauchen Fluvoxamin Kontrovers
Theophyllin
CYP2C9 Torasemid Rifampicin Fluconazol Zwei weltweit haufige
Ibuprofen Phenobarbital Amiodaron Amlnqsaurevarlanten .und
eine Vielzahl von Varianten,
Warfarin die nur in einzelnen
Tolbutamid ethischen Gruppen gefunden
wurde
CYP2C19 Omeprazol Rifampicin Omeprazol Homozygote Genvariante
Clopidogrel Moclobemid ohne Enzymakt|V|t§'F_be| ca.
_ _ 3 Prozent der europdischen
Diazepam Fluvoxamin Bevolkerung (bis zu 30
Prozent in anderen
ethnischen Gruppen)
CYP2D6 Metoprolol Bisher nicht ~ Paroxetin Uber 100 verschiedene
Codein bekannt Fluoxetin angeborene Varianten, die
o zu unterschiedlichster
Amitriptylin Enzymaktivitat filhren
kdnnen
CYP3A4 Midazolam Rifampicin Clarithromycin ~ Mehrere genetische
Cyclosporin Carbama- Indinavir Varianten
Felodipin Zepin Ketoconazol
Simvastatin Phenytoin Ritonavir

Tabelle nach Flockhart 2007 und nach US Food and Drug Administration 2018

Es besteht eine breite Substratspezifitat vieler der Arzneimittel-metabolisierenden CYP-Enzyme.

Dabei kann jedes der hier im Zusammenhang mit dem Arzneimittelstoffwechsel genannten CYP-

Enzyme viele in der chemischen Struktur unterschiedliche Arzneimittel verstoffwechseln. Auf der

anderen Seite werden viele Arzneimittel

von mehreren unterschiedlichen CYP-Enzymen

verstoffwechselt. Dabei katalysieren die unterschiedlichen Enzyme in der Regel die Bildung
unterschiedlicher Stoffwechselprodukte (Metaboliten) (Shimada et al. 1994).
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Die meisten CYP-Enzyme, die fur den Arzneimetabolismus verantwortlich sind, werden im
endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten exprimiert (Shimada et al. 1994). Doch auch
extrahepatisch konnte ein Vorkommen von CYP-Enzymen nachgewiesen werden. So befinden sich
CYP-Enzyme in der obersten Schicht der Enterozyten im Dunndarm, die bei oraler Arzneiapplikation
den intestinalen First-Pass-Effekt bedingen (de Waziers et al. 1990).

1.3 Variationen von OATP1B1, CYP2C9 und CYP3A4

In der vorliegenden Studie sollen erblich und nicht-erblich bedingte Unterschiede in der Aktivitat des
Transporters OATP1B1 sowie der CYP-Enzyme CYP2C9 und CYP3A4 untersucht werden. Daher
wird fiir deren Gene im Folgenden dargestellt, was zu den molekularen Hintergriinden der Variationen

bereits bekannt ist.

1.3.1 Das Transportprotein OATP1B1

Im menschlichen Kdorper sind derzeit elf verschiedene OATP-Transporter bekannt, welche zu den
Influx-Transportern zéhlen (Kalliokoski und Niemi 2009). Das Transportprotein OATP1B1, welches
in der Literatur auch als OATP2, OATP-C oder LST-1 zu finden ist, wird an der basolateralen
sinusoidalen Membran der menschlichen Hepatozyten exprimiert (Abe et al. 1999; Hsiang et al. 1999).
Endogene Substrate, die OATP1B1 transportiert, sind konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin,
Gallenséuren, Steroide, Eikosanoide und Schilddrisenhormone (Abe et al. 1999; Hsiang et al. 1999).
Exogene Substanzen sind unter anderem Torasemid, Pravastatin, Valsartan und Rifampicin
(Vormfelde et al. 2008; Kalliokoski und Niemi 2009). Bei einer verminderten Aktivitdt des
Transporters kann es in der Folge zu einer verminderten Elimination der OATP1B1-Substrate
kommen. Dies kann sowohl durch genetische Variationen als auch durch Arzneimittelinteraktionen
bedingt sein (Niemi et al. 2011). OATP1B1 wird durch das SLCO1B1-Gen kodiert, welches sich auf
Chromosom 12 befindet (Kalliokoski und Niemi 2009). Fir das SLCO1B1-Gen sind diverse
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) bekannt, die fir eine groBe Variation der Aktivitdt von
OATP1B1 ursachlich sind und so fir einen interindividuell unterschiedlichen Transport von
Arzneimitteln eine wichtige Rolle spielen (Tirona et al. 2001; Niemi 2007). Insbesondere gibt es zwei
h&ufig vorkommende und gut erforschte SNP im SLCO1B1-Gen. Zum einen gibt es die Variante, bei
der der Austausch der Aminosaure Valin durch Alanin (Vall74Ala) zu einer verminderten Aktivitat
des OATP1B1flhrt (Kameyama et al. 2005). Damit gekoppelt ist zum anderen hdufig die Mutation,
die einen Austausch der Aminosaure Asparagin durch Asparaginsédure (Asn130Asp) bedingt. Der
Vall74Ala-Polymorphismus und der Asn130Asp-Polymorphismus treten héaufig als kombinierte
Mutationen auf. Daraus resultieren die vier Haplotypen OATP1B1*1a=Asn130/Vall74,
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OATP1B1*1b=Asp130/Vall74, OATP1B1*5=Asn130/Alal74 sowie OATP1B1*15=Asp130/Alal74.
Hinzukommend zeigte sich in einer global umfassenden Analyse, dass genetische Variationen
beziiglich der Allelfrequenzen in unterschiedlichen ethnischen Gruppen existieren. Der Haplotyp
OATP1B1*1b ist beispielsweise in allen Populationen weit verbreitet, jedoch bei Kaukasiern weniger
als bei Afrikanern stdlich des Aquators oder bei Ost-Asiaten. Dagegen existiert bei Kaukasiern und

Asiaten der *15-Haplotyp viel haufiger als bei der afrikanischen Bevélkerung (Pasanen et al. 2008).

HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine) sind die in klinischen Studien an Probanden und Patienten
wohl am hdufigsten untersuchten Arzneimittel in Bezug auf den SLCO1B1-Polymorphismus. Hierbei
konnte vor allem eine Assoziation zwischen einer erhhten Konzentration des Statins im Plasma mit
dem Vorliegen des homozygoten Tragers von Alanin des Val174Ala-Polymorphismus gezeigt werden.
Aus der verminderten Transportfunktion resultiert eine Akkumulation von Statinen im Plasma, was
wiederum bei den Mutationstragern das Risiko einer Statin-induzierten Myopathie erhthen kann (Link
et al. 2008; Mwinyi et al. 2004; Ho et al. 2007). In Studien mit dem Antidiabetikum Repaglinid konnte
ebenfalls bei Probanden, die homozygote Trager des Alanins im Vall74Ala-Polymorphismus waren,
eine vielfach erhohte Konzentration des Repaglinids gegentber Tragern des Wildtyps des Vall74Ala-
Polymorphismus nachgewiesen werden. Dadurch kann sich bei den Mutationstrdgern das Risiko
Repaglinid-induzierter Hypoglyk&mien erhohen (Niemi et al. 2005; Kalliokoski et al. 2008).

Neben dem genetischen Einfluss spielen auch Arzneimittelinteraktionen eine nicht zu unterschéatzende
Rolle auf den SLCO1B1-Polymorphismus. So konkurrieren beispielsweise Statine bei gleichzeitiger
Gabe von anderen Substraten des OATP1B1-Transporters miteinander um die Aufnahme in die Leber
und kénnen so auch unabhangig vom Genotyp zu einer Medikamentenkumulation fiihren (Niemi et al.
2011). Es existieren des Weiteren Substanzen, die einen direkt hemmenden Effekt auf OATP1B1
besitzen. Hierzu zéhlen unter anderem das Immunsuppressivum Cyclosporin (Neuvonen et al. 2006)

oder auch Rifampicin (Vavricka et al. 2002).

1.3.2 Das Enzym CYP2(C9

Das Enzym CYP2C9 ist verantwortlich fur den Abbau von ca. 10 bis 20 Prozent der im klinischen
Alltag hdufig verschriebenen Medikamente (Kirchheiner und Brockméller 2005). Dazu zahlen unter
anderem das Schleifendiuretikum Torasemid, die Angiotensinrezeptorblocker Lorsartan und
Irbesartan, orale Antidiabetika wie Glipizid oder Tolbutamid, nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR)
wie Celecoxib oder lbuprofen, der Gerinnungshemmer Warfarin sowie das Antikonvulsivum
Phenytoin (Miners und Birkett 1998; Flockhart 2007). Induzierend auf CYP2C9 wirken vor allem
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Rifampicin und Carbamazepin; inhibierend wirken unter anderem Fluconazol und Amiodaron (Miners
und Birkett 1998).

CYP2C9 wird in der menschlichen Leber exprimiert und ist an einer Vielzahl von Reaktionen im
Arzneimittelstoffwechsel beteiligt (Goldstein und de Morais 1994). Zudem wurde es in geringer
Konzentration im Darm detektiert (de Waziers et al. 1990). Mit den drei Isoenzymen CYP2CS8,
CYP2C18 und CYP2C19 bildet das Enzym CYP2C9 die CYP2C-Subfamilie. Die Gene befinden sich
in einem Gencluster auf Chromosom 10 (Meehan et al. 1988). Fir jedes Enzym sind genetische
Polymorphismen bekannt (Goldstein 2001). Fir die kodierenden Regionen des CYP2C9-Gens sind
derzeit (Uber 55 Einzelnukleotid-Polymorphismen mit stets wachsender Zahl beschrieben
(Pharmacogene Variation Consortium 2002). Dabei existieren Allele mit funktioneller Auswirkung
auf das CYP-Enzym (Lee et al. 2002). Bei der Haufigkeit dieser Varianten sind ethnische
Unterschiede bekannt (Kirchheiner und Brockmoller 2005). So wurden die Allele CYP2C9*2 und
CYP2C9*3 vor allem in der kaukasischen und nur mit geringerem Anteil in der afrikanischen
Bevolkerung gefunden. Die Varianten CYP2C9*4, CYP2C9*5, CYP2C9*6 und CYP2C9*11 existieren
dagegen vor allem bei Afrikanern (Allabi et al. 2004).

Tabelle 6 zeigt den prozentualen Anteil der CYP2C9-Genotypen zwischen den einzelnen ethnischen

Populationen sowie die Auswirkung auf die Enzymaktivitat.

Tabelle 6 Anteil der CYP2C9-Genotypen in unterschiedlichen ethnischen Gruppen

Ethnische Gruppe CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9
*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3

Anteil bei Kaukasiern 65,3 % 20,4 % 11,6 % 0,9 % 1,4 % 0,4 %
Anteil bei Asiaten 96,5 % 0% 3,5% 0% 0% 0%
Anteil bei Afrikanern 87,0% 8,7 % 4,3 % 0% 0% 0%
o Normal Minimal  Niedri Niedri Niedri Sehr
Enzymaktivitat g g g

erniedrigt niedrig

Tabelle nach Kirchheiner und Brockmdéller 2005

Aus der Tabelle 6 ist ersichtlich, dass die Allele *2 und *3 zu einer niedrigen Enzymaktivitét fihren.
Bei homozygoten Trégern von Allel *3 fuhrt dies zu einer bis zu 75 Prozent reduzierten Clearance
zahlreicher relevanter Medikamente im Vergleich zum Wildtyp. Bei heterozygoten Trégern liegt die

Clearance zwischen 40 und 75 Prozent (Kirchheiner und Brockméller 2005). Urséchlich hierfir ist ein
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Austausch von Aminosduren an fiir die Variation relevanter Lokalisation, wodurch neben den oben
erwéhnten ethnischen Unterschieden im CYP2C9-Polymorphismus zudem interindividuelle
Variabilitaten innerhalb einer Population erklérbar sind (Stubbins et al. 1996). Die Tabelle 7 fasst dies

Zzusammen.

Tabelle 7 Allelvarianten im CYP2C9-Polymorphismus

Tausch der Aminosaure Allelfrequenz
Allelvariante o ) )
an relevanter Lokalisation (bezogen auf kaukasische Population)
CYP2C9*1 (Wildtyp) Argininl44/lIsoleucin 359 79 %
CYP2C9*2 Cystein 144/lIsoleucin 359 12,5 %
CYP2C9*3 Arginin 144/Leucin 359 8,5 %

Tabelle nach Stubbins et al. 1996

Unter normaler Dosierung von CYP2C9-Substraten kann es bei Vorliegen der beschriebenen
Mutationen zu erheblichen unerwiinschten Wirkungen kommen. Daher sollte vor allem bei
Arzneimitteln mit einer geringen therapeutischen Breite eine Anpassung bzw. Reduktion der Dosis je
nach Enzymaktivitat erfolgen (Takanashi et al. 2000; Goldstein 2001). In klinischen Studien mit dem
in Nordamerika und Asien hdufig verwendeten Vitamin-K-Antagonisten Warfarin konnte der
Zusammenhang zwischen homozygoten Defektalleltragern, erhthten Warfarin-Plasmakonzentrationen
und daraus resultierenden, zum Teil schweren Hamorrhagien gezeigt werden. Fiir heterozygote
Genotypen liegt ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur Nebenwirkungen vor (Taube et al. 2000; Redman
2001; Quteineh et al. 2005).

1.3.3 Das Enzym CYP3A4

Von allen heute typischerweise verordneten Medikamenten werden ca. 70 Prozent uber die Leber
ausgeschieden und von diesen 70 Prozent werden etwa 50 Prozent (iberwiegend oder teilweise von
dem Enzym CYP3A4 verstoffwechselt (Ozdemir et al. 2000). Das Enzym CYP3A4 spielt zudem eine
wesentliche Rolle beim Metabolismus endogener Steroide wie z. B. Ostrogene (Waxman et al. 1988).

Eine weitere Auswahl der CYP3A4-Substanzen ist in Tabelle 8 genannt.
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Tabelle 8 Substrate des Enzyms CYP3A4

Substanzklasse Vertreter Substanzklasse Vertreter
Immunsupressiva Tacrolimus Chemotherapeutika Doxorubicin
(Calcineurininhibitor) Cyclosporin A Vinblastin
Anxiolytika Buspiron Opioide Alfentanil
Codein
Benzodiazepine Midazolam Kalziumkanalblocker Nifedipin
Diazepam Verapamil
Virostatika Indinavir Antibiotika Clarithromycin
Ritonavir Erythromycin
PDE-5-Hemmer Sidenafil HMG-CoA-Reduktase- Atorvastatin
Hemmer Simvastatin

Tabelle nach Ozdemir et al. 2000 und nach Flockhart 2007

Das Enzym CYP3A4 ordnet sich mit weiteren Isoenzymen (CYP3A5, CYP3A7 und CYP3A43) in die
CYP3A-Superfamilie ein (Eichelbaum und Burk 2001). Dabei weisen CYP3A4 und CYP3AS5 eine
groRe strukturelle Verwandtschaft und ein dhnliches Substratspektrum auf (Gorski et al. 1994). Die
kodierenden Gene dieser Enzyme befinden sich auf Chromosom 7 (Inoue et al. 1992). Die Enzyme der
CYP3A-Familie werden vorwiegend in der Leber exprimiert (Shimada et al. 1994). Zudem werden
CYP3A4 sowie CYP3A5 auch im Interstitium exprimiert, wodurch sie mitverantwortlich fir den
intestinalen First-Pass-Effekt gemacht werden kénnen (de Waziers et al. 1990; Kolars et al. 1994;
Lown et al. 1994). Klinische Studien konnten zeigen, dass unterschiedliche CYP3A4-Aktivitaten eine
bis zu 20-fache unterschiedliche Medikamenten-Clearance innerhalb einer Population hervorrufen
kdnnen. Zudem bestehe fur die CYP3A4-Expression in der Leber eine bis zu 50-fache Variabilitat
(Shimada et al. 1994; Wilkinson 1996). Dass genetische Ursachen hierbei eine Rolle spielen, konnte in
ersten Zwillingsstudien Anfang der 1980er Jahre mit dem von CYP3A4 metabolisierten Phenazon
bereits gezeigt werden (Penno et al. 1981). Phenazon ist in der entsprechenden Literatur auch weithin
unter dem Warennamen Antipyrin bekannt. Allerdings war in der damaligen Zeit das verantwortliche
Enzym noch nicht als CYP3A4 detektiert und auch in der heutigen Zeit ist nicht ohne jeden Zweifel
klar, ob Phenazon ausschlieflich Gber CYP3A4 verstoffwechselt wird. Jedoch kann diese offenbar
erbliche Variabilitat zu einem geringen Teil durch definierte Polymorphismen im Gen von CYP3A4
erklart werden (Liu et al. 2007). Nicht-erbliche Faktoren wie Alter und Geschlecht (Hunt et al. 1992),
Infektionen (Fukuda et al. 1992), Erndhrung, wie zum Beispiel sehr stark CYP3A4 inhibierende
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Inhaltsstoffe der Grapefruit (Arayne et al. 2005) und ethnische Herkunft (Miao et al. 2009)
beeinflussen ebenso die Aktivitait der CYP3A4-Enzyme. Zudem existiert eine Vielzahl von

Substanzen, die als Induktoren oder Inhibitoren auf CYP3A4 wirken und in Tabelle 9 genannt sind.

Tabelle 9 Inhibitoren und Induktoren des Enzyms CYP3A4

Inhibitoren Induktoren

Substanzklasse Vertreter Substanzklasse Vertreter

HIV-Virostatika Indinavir HIV-Virostatika Efavirenz
Ritonavir

Antibiotika Clarithromycin Antikonvulsiva Carbamazepin

Erythromycin

Antimykotika Ketoconazol Antibiotika Rifampicin
Fluconazol

Kalziumkanalblocker Diltiazem Hormone Glucocortikoide
Verapamil

Tabelle nach Flockhart 2007

Bei Erwachsenen weisen CYP3A4 und CYP3A5 mit mehr als 85 Prozent eine grole strukturelle
Verwandtschaft und zum Teil auch eine dhnliche Substratspezifitat auf. CYP3A7 wird hingegen vor
allem in der fetalen Leber exprimiert (Williams et al. 2002). Interessant ist, dass CYP3A4 haufig mit
dem ABC-Transportprotein ABCB1, welches auch bekannt als multiple drug resistance factor 1
(MDR1) oder P-Glykoprotein (P-gp) ist, in denselben Zellen vorkommt und beide Proteine viele

gemeinsame Substrate, Induktoren und Inhibitoren vorweisen (Wacher et al. 1995).

Fur CYP3A4 existieren diverse Allele, wobei in der Literatur fir viele der Varianten kontrovers
diskutiert wird, inwieweit die Funktion, Aktivitat und Expression des Enzyms durch diese beeinflusst
wird. In den haufig untersuchten Genvarianten CYP3A4*1a (,,Wildtyp*) und CYP3A4*1b (Austausch
der Aminosédure Adenin zu Guanin an fiir Variation relevanter Lokalisation im Gen) konnte in Bezug
auf das in dieser Arbeit untersuchte Medikament Midazolam keine wesentliche Anderung der
Enzymaktivitit gesehen werden (Miao et al. 2009). Eine bezuglich der funktionellen Auswirkungen
weniger kontroverse Variante ist der CYP3A4*22-Polymorphismus, in dem die Aminoséaure Cytosin
durch Thymin an einer bestimmten Lokalisation im Gen ersetzt wird und der, wie in einigen Studien

gezeigt werden konnte, mit einer erniedrigten Enzymaktivitat im Vergleich zum Wildtyp einhergeht
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(Wang et al. 2011;Elens et al. 2011a; Elens et al. 2011b). In Bezug auf Midazolam konnte hier

ebenfalls eine niedrige Aktivitat gezeigt werden (Elens et al. 2013).

Zwischen dem Enzym CYP3A4 und CYP3AS5 gibt es nur wenige strukturelle Unterschiede; zudem
besteht eine benachbarte Lokalisation auf dem gleichen Chromosom (Gorski et al. 1994). Der
Metabolismus vieler Medikamente wird zum grofRen Teil wohl Uber beide Enzyme katalysiert. In
diesem Zusammenhang existiert ein weiterer klinisch wichtiger Polymorphismus in der européischen
Bevolkerung. Dabei handelt es sich um die Variante CYP3A5*3, die bei homozygotem Auftreten mit
einer komplett fehlenden Aktivitat des Enzyms CYP3A5 verbunden ist (Kuehl et al. 2001). In
Kombination mit einer CYP3A4*22-Mutation muss mit einer stark verminderten Metabolisierungsrate

von Midazolam gerechnet werden (Elens et al. 2013).

1.4 Die In-vivo-Indikatorsubstanzen Torasemid und Midazolam

1.4.1 OATP1B1 und CYP2(C9: Testsubstanz Torasemid

Die Prufsubstanz Torasemid gehort in die Gruppe der Schleifendiuretika. Torasemid entfaltet seine
saluretische Wirkung durch Hemmung der renalen Natrium- und Chloridriickresorption im
aufsteigenden Schenkel der Henle'schen Schleife. Torasemid kann zur Therapie der arteriellen
Hypertonie sowie zur Prophylaxe und Behandlung von Herzinsuffizienz-bedingten Symptomen wie
Odemen oder Pleuraergiissen angewendet werden (Fachinformation Torasemid 2013). Vor allem im
Hinblick auf die Herzinsuffizienztherapie ist Torasemid ein bedeutsames Arzneimittel. In der TORIC-
Studie aus dem Jahr 2002 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Torasemid bei Patienten im
NYHA-Stadium II-1ll im Vergleich zu dem Diuretikum Furosemid eine Reduktion der
Gesamtmortalitat aufwies (Cosin und Diez 2002). Zu den unerwiinschten Wirkungen von Torasemid
zdhlen unter anderem Stoérungen im Wasser- und Elektolythaushalt wie Hypokalidmie, Hyperurikémie,
Hyponatridmie und Hypovoldmie. Auferdem konnen gastrointestinale Beschwerden mit
Magenschmerzen, Inappetenz und Ubelkeit sowie Allgemeinsymptome wie Kopfschmerzen und

Schwindel auftreten (Fachinformation Torasemid 2013).

Torasemid wird bei einer oralen Bioverfligbarkeit von ungefahr 80 bis 90 Prozent fast vollstdndig
resorbiert. Zu 99 Prozent liegt Torasemid bei einem Verteilungsvolumen von 0,2 I/kg an
Plasmaprotein gebunden vor. Der First-Pass-Effekt betrdgt 10 bis 20 Prozent (Knauf und Mutschler
1998). Torasemid wird ber das Transportprotein OATP1B1 in die Leber aufgenommen und ist ein
Substrat des Enzyms CYP2C9. Bei einem ausgepragten hepatischen Stoffwechsel wird es zu den drei
unterschiedlichen Metaboliten M1, M3 und M5 abgebaut (Miners et al. 1995; Miners et al. 2000). Die
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terminale Halbwertzeit betrdgt drei bis vier Stunden. Proportional zur Dosis nehmen die
Serumkonzentration sowie die AUC zu, sodass Torasemid und seine Metaboliten eine dosislineare
Kinetik aufweisen. Die Metabolite M1 und M5 entstehen schrittweise durch Oxidation der
Methylgruppe am Phenylring bis zur Carbonsdure. Der Metabolit M3 entsteht durch
Ringhydroxylierung (Miners et al. 1995). Dabei sind vor allem Torasemid selbst sowie der Metabolit
M3 diuretisch wirksam; die Metaboliten M1 und M5 leisten zur diuretischen Wirkung einen zu
vernachlassigenden Beitrag. Im Urin findet man ca. 80 Prozent der verabreichten Dosis wieder.
Torasemid wird zu 24 Prozent unverandert Uber die Nieren ausgeschieden. Der Metabolit M1 wird
dagegen zu ungefahren 12 Prozent, der Metabolit M3 zu ungeféhren 3 Prozent und der Metabolit M 5
zu ungefahren 41 Prozent (ber die Nieren eliminiert. Die totale Clearance betragt 40 ml/min; die

renale Clearance ungeféhr 10 ml/min (Fachinformation Torasemid 2013).

1.4.2 CYP3A4: Testsubstanz Midazolam

Midazolam ist ein kurzwirksames hochpotentes Benzodiazepin. Durch Bindung an GABAa-
Rezeptoren verstarkt es postsynaptisch die hemmende GABAerge Wirkung. Dadurch wirkt
Midazolam schlafférdernd und sedierend sowie angstlésend, antikonvulsiv und muskelrelaxierend.
Zudem verursacht es eine kurzdauernde anterograde Amnesie. Midazolam wird haufig in der
Intensivmedizin, zur Narkoseeinleitung und als Prdmedikation genutzt. Zu den unerwinschten
Wirkungen zahlen Benommenheit und verlangerte Sedierungsdauer, Kopfschmerzen, Miidigkeit und
in seltenen Fallen Halluzinationen. In hoher Dosis kann es zur Atemdepression flihren

(Fachinformation Midazolam 2015).

Midazolam hat aufgrund einer raschen Metabolisierung eine kurze Wirkdauer. Bei einem
Verteilungsvolumen von 0,7-1,2 I/kg liegt es zu 96-98 Prozent an Plasmaproteine, vor allem Albumin,
gebunden vor (Fachinformation Midazolam 2015). Midazolam wird zum grofiten Teil durch CYP3A4,
CYP3A5 und CYP3AT7 hydroxiliert (Gorski et al. 1994), wobei ein Metabolismus tber CYP3A7 nur
pranatal stattfinden wirde, da CYP3AY nur in der fetalen Leber exprimiert wird (Williams et al.
2002). Midazolam wird zu 1°‘-Hydroxy-Midazolam und 4-Hydroxy-Midazolam metabolisiert und zum
groBRten Teil renal ausgeschieden. Dabei wird weniger als 1 Prozent der verabreichten Dosis als
unverandertes Medikament im Urin gefunden. Die terminale Halbwertszeit betrdgt 1,5 bis 2,5

Stunden. Die Plasmaclearance liegt bei 300-500 ml/min (Fachinformation Midazolam 2015).

20



Einleitung

1.5 Die Rolle der Zwillingsstudie

Genetische Faktoren sowie Umweltfaktoren prégen die interindividuelle Variabilitat in der Wirkung
und Nebenwirkung eines Arzneimittels. Als anerkannte Methode hat sich das Konzept der
Zwillingsstudien bewéhrt, die erblichen Unterschiede in der Wirkungsweise von Arzneimitteln zu
untersuchen. Die  Zwillingsstudien  bilden damit ein grundlegendes Instrument der

pharmakogenetischen Forschung (Boomsma et al. 2002).

Die Anfange der modernen Zwillingsforschung lassen sich auf den britischen Wissenschaftler Francis
Galton Ende des 19. Jahrhunderts zurtickfihren. Damals konnte jedoch noch nicht zwischen mono-
und dizygoten Zwillingen differenziert werden. Erst in den 1920er Jahren kam man zu der Erkenntnis,
dass es zwei Arten von Zwillingen gibt (Rende et al. 1990). Die erste systematische Analyse zur
Differenzierung von monozygoten und dizygoten Zwillingen wurde 1924 von dem deutschen
Dermatologen Hermann Siemens verdffentlicht. Er verglich die Anzahl von Pigmentndvi zwischen
monozygoten und dizygoten Zwillingen. Dabei zeigte sich bei den monozygoten Zwillingen eine

hohere Konkordanz der Hautveranderungen als bei den dizygoten Zwillingen (Rende et al. 1990).

In der klassischen Zwillingsstudie werden monozygote und dizygote Zwillinge vergleichend
untersucht. Monozygote Zwillinge entstehen aus einer einzelnen befruchteten Eizelle und weisen
somit komplett identisches Erbgut (DNA) auf. Sie wachsen gemeinsam auf und werden durch fast
identische Umweltfaktoren geprégt. Dizygote Zwillinge hingegen sind sich wie Geschwister in 50
Prozent des Erbgutes (der variablen DNA-Sequenzen) &hnlich, erleben jedoch wie monozygote
Zwillinge und im Gegensatz zu normalen Geschwistern wéhrend der gemeinsamen Kindheit die
meisten Umweltfaktoren gemeinsam. Grundsatzlich ist die Variation bestimmter Merkmale bei
Zwillingen durch genetische Einfliisse (Vg), durch gemeinsam erlebte Umwelteinflisse (Vse) sowie
durch getrennt erlebte Umwelteinflisse (Vie) bedingt (Boomsma et al. 2002). Es lassen sich von daher

die Korrelationen der monozygoten und dizygoten Zwillinge wie folgt festhalten:

Korrelationmonozgote Zwillinge (rMZ) = Vg + Ve
. 1
KOrreIauondizgote Zwillinge (rDZ) = 3 Vg + Ve

Wenn sich monozygote Zwillinge in einem Merkmal starker &hneln als dizygote Zwillinge, sich also
eine hohere Korrelation bei den monozygoten Zwillingen im Vergleich zu den dizygoten Zwillingen
zeigt, so kann dies als Hinweis gelten, dass dieses Merkmal in besonderem Maf3e genetisch beeinflusst

ist. Zeigen monozygote und dizygote Zwillingen hinsichtlich eines Merkmals keine grofen
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Unterschiede, so kann dies als Hinweis eines erhohten Einflusses durch Umweltfaktoren gewertet
werden (Boomsma et al. 2002; Vesell 1989, Vesell 1991). Dabei werden in der Regel Zwillinge
untersucht, die gemeinsam aufgewachsen sind, sodass es darlber vermittelt zu vielen

Gemeinsamkeiten im Erlernten und in den Umwelteinfliissen kommt.

Erblichkeit (h?, Heritabilitat) ist definiert als das MaR der Vererbung von variablen Eigenschaften, die
von genetischem Charakter gepragt sind. Anders ausgedriickt beschreibt Erblichkeit den Anteil von

Variationen eines Phénotyps (Vp), der durch genetische Variationen (V) innerhalb einer untersuchten

Gruppe oder innerhalb einer Population bedingt ist (hzz“;—i). Grundsatzlich lasst sich auf die klassische

Zwillingsstudie Ubertragen:

Variationen der dizygoten Zwillinge — Variationen der monozygoten Zwillinge

Erblichkeit (h?) =

Variationen der dizygoten Zwillinge

Né&hert sich das Ergebnis der 1, so besteht ein groler erblicher Einfluss; n&hert sich das Ergebnis der 0,

so ist von einem geringen erblichen Einfluss auszugehen.

Die Variation der mono- und dizygoten Zwillinge wird folgendermalien berechnet:

Variation = Z(Unterschied;:er Zwillinge)?

Wobei n die Anzahl der Zwillingspaare der innerhalb der Studie untersuchten Zwillinge angibt (Penno
etal. 1981).

Diese Uberlegungen konnten bereits als Grundlage vieler pharmakokinetischer Studien dienen, um zu
zeigen, inwieweit interindividuelle Varianten im Arzneimittelstoffwechsel genetisch beeinflusst
werden. Vesell entwickelte dazu die Formel H2 V)= ryz - roz / 1 - roz (Vesell 1978) und Falconer fiihrte
die Formel HXP = 2 * (rvz - rpz) (Falconer und Mackay 1996) ein. In beiden Formeln stellen rvz und

roz die Pearson-Korrelationskoeffizienten der mono- und dizygoten Zwillinge dar.

Anwendung fur diese beiden Formeln zeigt beispielsweise eine Untersuchung von Vesell, in der die
Erblichkeit der Wirkweise mehrerer Arzneimittel getestet wurde. Dabei wurden Blutkonzentrationen
nach Verabreichung von Phenylbutazon (Vesell und Page 1968b), Antipyrin (Vesell und Page 1968c)
sowie Dicumarol (Vesell und Page 1968a) an monozygoten und dizygoten Zwillingen gemessen, um
daraus pharmakokinetische Parameter wie Halbwertszeit und Clearance zu ermitteln. Mittels der

verschiedenen Berechnungsverfahren lieRen sich so die Erblichkeiten bestimmen (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 Erblichkeitsberechnungen nach Vesell

Dargestellt sind die Ergebnisse der Erblichkeiten der untersuchten Arzneimittel Dicumarol, Antipyrin und Phenylbutazon; ryz und rpz sind
die Pearson-Korrelationskoeffizienten der mono- und dizygoten Zwillinge. Je mehr sich das Ergebnis der 1 nahert, desto mehr Erblichkeit
lasst sich nachweisen. Es zeigt sich, dass je nach Formel Unterschiede im genetischen Einfluss berechnet werden (modifiziert nach Vesell
1989).

Zur weiteren Differenzierung genetischer Faktoren in additive und dominante Einfliisse eignen sich

Analysen mittels Strukturgleichungsmodellierung (siehe Abbildung 3).

Dabei betrachtet man die latenten Variablen A (additve genetische Einflisse), D (dominante
genetische Einflusse), C (gemeinsam erlebte Umwelteinflisse) sowie E (individuell erlebte
Umwelteinfllsse), die die Variationen der Phanotypen eines Zwillingspaares bedingen. Mithilfe der
Pearson-Korrelationskoeffizienten (rmz und rpz) lassen sich die latenten Variablen je nach mono- oder

dizygotem Zwillingspaar modellieren und Werte berechnen (Rijsdijk und Sham 2002).
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Abbildung 3 Grundlagen der Strukturgleichungsmodellierung

Die grofRen Rechtecke stellen den jeweiligen Phénotyp eines Zwillingpaares dar; die kleineren Rechtecke beschreiben die latenten Variablen
A (additive genetische Einflisse), D (dominante genetische Einfliisse), C (gemeinsam erlebte Umwelteinfliisse) sowie E (individuell erlebte
Umwelteinfliisse). Fur die Variablen A, D und C besteht bei monozygoten Zwillingen eine Korrelation von 1; bei dizygoten Zwillingen
besteht fiir die Variable A eine Korrelation von 0,5, fiir die Variable D eine Korrelation von 0,25 und fiir die Variable C eine Korrelation von
1. Die Variable E steht fiir die individuellen Einfliisse eines jeden Zwillings (modifiziert nach Rijsdijk und Sham 2002).

Um die Ergebnisse aus Zwillingsstudien auf die Allgemeinbevdlkerung tbertragen zu kénnen, sollten

in der Theorie die in Tabelle 10 genannten Voraussetzungen erfiillt werden (Rijsdijk und Sham 2002).

Tabelle 10 Anforderung an die klassische Zwillingsstudie

Monozygote und dizygote Zwillinge wachsen gemeinsam auf und werden durch fast identische
Umweltfaktoren geprégt.

Fir das untersuchte Merkmal liegen nur sehr wenige bis keine Interaktionen zwischen
Umweltfaktoren und Genen vor.

Die Zwillinge unterscheiden sich in dem untersuchten Merkmal nicht von der Allgemeinbevdlkerung.

Tabelle nach Rijsdijk und Sham 2002

Neben der klassischen Zwillingsstudie existieren weitere Variationen der Methode, die nur kurz
erwéhnt werden. Zum einen besteht die Mdglichkeit, getrennt aufwachsende monozygote Zwillinge
auf ein Merkmal zu untersuchen und diese mit zusammenaufwachsenden monozygoten Zwillingen zu

vergleichen. Hierbei kann vor allem der Einfluss von nicht-erblichen Faktoren naher betrachtet und
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eventuell identifiziert werden. Als weitere anerkannte methodische Untersuchungskonzepte kénnen
die Korrelationen zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen mit anderen Geschwistern oder
Familienmitgliedern oder mit einer nicht-verwandten Gruppe aus der Allgemeinbevélkerung

verglichen werden (Boomsma et al. 2002).

Ein weiteres Instrument der pharmakogenetischen Forschung bildet neben der Zwillingsstudie die
Familienstudie. In Familienstudien werden erbliche Einflusse innerhalb einer Familie untersucht.
Grundlage ist, dass unter Verwandten ersten Grades (Eltern, Kinder, Geschwister) das Erbgut zu 50
Prozent Obereinstimmt und unter Verwandten zweiten Grades (Tante, Onkel, Nichte, Neffe) das
Erbgut zu 25 Prozent gleich ist. Bezuglich eines interessierenden Merkmals wird die Haufigkeit des
Auftretens diesen Phanotyps innerhalb der Familie mit der Gesamtbevolkerung verglichen, wodurch
mdgliche Hinweise auf eine erblich bedingte Ursache vermutet werden kénnen. Tritt der Phanotyp
vermehrt in der Familie auf, so kann dies auf eine erhohte Erblichkeit hinweisen. Familienstudien sind
nicht dazu geeignet, einen neuen genetischen Zusammenhang nachzuweisen, vielmehr haben sie das
Ziel die Art des Vererbungsgangs nach Mendel (dominant gegeniiber rezessiv) beispielsweise mittels
Stammbaumanalyse zu identifizieren. Familienstudien finden eine hdufige Anwendung in der
psychiatrischen Forschung (Lux 2012). Jedoch auch in Arzneimittelstudien werden Familienstudien
angewandt, um die Vererbungsart der Variationen im Metabolismus von Arzneimitteln zu bestimmen
(Vesell 1991).

Die vorliegende Arbeit wurde anhand einer klassischen Zwillingsstudie durchgefiihrt. Hierzu wurden

monozygote sowie gleichgeschlechtliche dizygote Zwillinge untersucht.

1.6 Aufgabenstellung

1.6.1 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

In der Medizin werden bekanntermaRen die meisten Medikamente oral verabreicht, sodass ein gutes
Verstandnis der Variabilitat in der Pharmakokinetik und damit in Folge auch in den Wirkungen und
Nebenwirkungen nach oraler Verabreichung sehr wichtig sein kdnnte. Im Gegensatz zur intraventsen
Medikamentenapplikation beginnen nach oraler Medikamentenverabreichung die ersten
Stoffwechselvorgange schon direkt im Magen-Darm-Trakt, wo bereits intestinale Transporter und
Enzyme angesiedelt sind. Inwieweit hier erbliche Faktoren, die nur einen Einfluss auf die
Pharmakokinetik oral verabreichter Arzneimittel ausiiben, eine Rolle spielen und welche Unterschiede
zur intravendsen Applikation bestehen, ist bisher nur wenig erforscht und soll in dieser Arbeit néher

untersucht werden.
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Diese Arbeit hat folgende Ziele und Fragestellungen:

e Bestimmung der Erblichkeit in der Variation der Pharmakokinetik des Medikaments
Torasemid (Substrat des Transportproteins OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9) anhand
einer Studie mit mono- und dizygoten Zwillingen nach oraler Dosierung und im Vergleich zur

intravendsen Dosierung.
e Bestimmung der Erblichkeit in der Variation der Pharmakokinetik des Medikaments
Midazolam (Substrat des Enzyms CYP3A4) anhand einer Studie mit mono- und dizygoten

Zwillingen nach oraler Dosierung und im Vergleich zur intravendsen Dosierung.

o Wieviel der Erblichkeit bei oraler Dosierung kann mit den bereits bekannten genetischen
Polymorphismen in OATP1B1, CYP2C9 und CYP3A4 erklart werden?

e Wie sind hierbei Unterschiede bei oraler und intravendser Medikamentenapplikation?

e Wie groB ist die erbliche Auswirkung auf die absolute orale Bioverflgbarkeit der untersuchten

Substanzen?
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2 Material und Methoden

2.1 Klinische Studie

2.1.1 Konzept

Grundlage dieser Arbeit ist die Zwillingsstudie "Open Label Repeated Dose Study for the Evaluation
of Heritability of and Genetic Influences on Drug Pharmacokinetics" (im Folgenden wird die
Kurzform "TWINS-II" verwendet). Es handelt sich bei dieser klinischen Priifung um eine offene, nicht
randomisierte pharmakokinetische und pharmakogenetische Arzneimittelstudie. Die Durchfiihrung
erfolgte auf Grundlage der Deklaration von Helsinki sowie unter Bericksichtigung der Verordnung
der Guten Klinischen Praxis und des Arzneimittelgesetzes. Konkret bedeutet dies insbesondere, dass
die Studie vom Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte genehmigt worden ist und ein
positives Votum der zustandigen Ethikkommission flr die Studie vorlag. Ferner haben alle Probanden
nach ausfihrlicher Information tber die Studie schriftlich ihr Einverstandnis erteilt. SchlieBlich ist die
Studie in einer international einsehbaren Datenbank (ClinicalTrials.gov) verdffentlicht worden. Die
Studie wurde auf der Probandenstation des Instituts fur Kklinische Pharmakologie der

Universitatsmedizin Géttingen durchgefihrt.

Die klinische Priifung ,,TWINS-II* soll kldren, inwieweit sich die Variation in der Pharmakokinetik
durch bekannte erbliche Polymorphismen erklaren lasst und wie viel andererseits an Variation
zwischen den Probanden durch die gegenwartig bekannten und als relevant eingeschatzten Varianten

noch nicht erklart werden kann.

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf den Vergleich der Pharmakokinetik zwischen oraler und
intravendser Medikation der Prifsubstanzen Torasemid und Midazolam gelegt. Die Prifmedikation,
insbesondere Midazolam, wurde so niedrig dosiert, dass eine systematische Auswertung der

Arzneimittelwirkung nicht sinnvoll war, was in dieser Studie jedoch auch nicht das Ziel war.

2.1.2 Studieniibersicht

Die Studie lasst sich in zwei Studienperioden unterteilen. Die Studienperiode | beinhaltete dabei die
intraventse Dosierung von Torasemid und Midazolam; die Studienperiode Il nur die orale Dosierung

der beiden Medikamente. Die Studienperiode | umfasste insgesamt drei Studienphasen und war in
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zwei Studientage (Sd) unterteilt. Die Studienperiode Il umfasste hingegen nur eine Studienphase mit

zwei Studientagen. Eine Voruntersuchung war dem ersten Studientag vorangestellt (siehe Tabelle 11).

Zunéchst bestand die Studie nur aus der Studienperiode 1. Um jedoch einen Vergleich zwischen oraler

und intravendser Verabreichung von Medikamenten zu erreichen, wurde der Prufplan um eine

zusétzliche Studienperiode erweitert. Diese zweite Studienperiode konnte vor oder nach der ersten

Studienperiode stattfinden. Nicht mdglich aber war ein Stattfinden der Studienperiode Il wéhrend der

laufenden Studienperiode I.

Tabelle 11 Studienibersicht

Aufbau der TWINS-I1-Studie

Voruntersuchung

(Visite 1, Screening)

Studienperiode | Studienperiode 11

(intravendse Dosierung) (orale Dosierung)
mit Studienphase 1 mit Studienphase 1
(Visite 2+3, Sd 1+2) (Visite 2+3, Sd 1+2)

mit Studienphase 2
(Visite 4+5, Sd 3+4)

mit Studienphase 3
(Visit 6+7, Sd 5+6)

Sd=Studientag (Studyday)

Der zeitliche Abstand zwischen zwei Studienphasen musste mindestens sieben Tage und sollte wenn

maglich nicht mehr als 30 Tage betragen. Die Tabelle 12 gibt einen Uberblick tiber den gesamten

Studienablauf.
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Tabelle 12 Studienablauf der TWINS-11-Studie

Screening | Studienperiode | Studienperiode 1
Studienphase 1 2 3 1
Visite 1 2 3 4 5 6 7 2 3
Einverstandnis und medizinische

X

Untersuchung
Verabreichung der Prifmedikation X X X X
Blutentnahme Genotypisierung X
Blutentnahme Pharmakokinetik X X X X X X X X
Urinsammlung Pharmakokinetik X X X X X X X X
Erfassung unerwiinschter X X X X X X X X
Wirkungen

2.1.2.1 Ablauf einer Studienphase

Zu Beginn eines jeden Studientages erfolgte eine kurze Untersuchung der Probanden, um eine
eventuell neu aufgetretene Erkrankung ausschlieBen zu kdnnen. AuBerdem wurde ein besonderes
Augenmerk darauf gelegt, ob der Proband seit dem letzten Treffen neue Medikamente eingenommen
habe, ob er langer krank gewesen sei, ob er Blut oder Thrombozyten gespendet oder er an einer
weiteren Medikamentenstudie teilggnommen habe. Wurden diese Fragen alle verneint und bestand ein
negativer Atemalkohol- und Drogentest sowie bei Frauen ein negativer Schwangerschaftstest, so
konnte mit der Applikation der Medikation begonnen werden. Der Ablauf der Studienperiode | und

der Studienperiode 1l folgte einem bestimmten Zeitschema, welches in Tabelle 13 dargestellt ist.

Wahrend des gesamten Studientages erfolgten eine kardiale Monitoriiberwachung der Probanden
sowie eine Betreuung durch das Studienpersonal. Veranderungen im Ablauf des Studientages sowie
unerwartete Vorkommnisse wurden sofort vermerkt. Zwischen den Zeitpunkten 14 und 15 war ein
Verbleiben der Studienteilnehmer auf der Probandenstation nicht notwendig. Um eine Studienphase
jedoch abzuschlieRen, mussten die Probanden 24 Stunden nach erster Medikamentenapplikation noch
einmal untersucht werden. Zusétzlich wurde dort ein letztes Mal Blut entnommen und die Sammlung
des 24-Stunden-Urins beendet (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 13 Zeitplan beider Studienperioden

Zeitplan der Studienperiode |

Zeit (in Minuten)

0

15

30

45

60

90

120

150

180

240

300

360

420

480

1440

Zeitpunkt
(Timepoint)

10

11

12

13

14

15

Midazolam-
verabreichung

(2 Minuten
Infusion i. v.)

Torasemid-
verabreichung

(2 Minuten
Infusion i. v.)

Blutentnahme
Pharmakokinetik

DNA-Blutprobe
Genotypisierung

Urinsammlung
Pharmakokinetik

Erfassung
unerwinschter
Wirkungen

Zeitplan der Studienperiode 11

Zeit (in Minuten)

0

15

30

45

60

90

120

150

180

240

300

360

420

480

144

0

Zeitpunkt
(Timepoint)

10

11

12

13

14

15

Orale
Midazolam-
verabreichung

Orale Torasemid-
verabreichung

Blutentnahme
Pharmakokinetik

Urinsammlung
Pharmakokinetik

Erfassung
unerwinschter
Wirkungen

i. v.=intravends
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Es wurden pro Studienphase zu je 15 Zeitpunkten jeweils drei EDTA-Monovetten mit 2,7 ml Blut
abgenommen. Dabei belief sich die Blutabnahmemenge der gesamten Studie auf insgesamt 646 ml.
Durch den vorgeschriebenen Mindestabstand von einer Woche zwischen den vier einzelnen
Studienphasen war eine Beeintrachtigung des Kreislaufes bzw. des Leistungszustandes der
Studienteilnehmer nicht zu erwarten. Bei einer Blutspende beispielsweise werden 500 ml Blut

innerhalb von 15 Minuten enthommen.

Die Blutentnahmen der Zeitpunkte 1 bis 14 erfolgten in der Regel Uber eine Venenverweilkanle.
Diese wurde am Ende des Studientages entfernt, sodass zum Zeitpunkt 15 am darauffolgenden Tag die
Blutentnahme mittels Butterfly durchgefuihrt wurde. Nach der Blutentnahme wurden die Réhrchen

zehn Minuten zentrifugiert und das danach abgefuhrte Blutplasma bei -20°C tiefgefroren.

Die Probanden gaben vor Beginn der Arzneimittelapplikation eine Urinprobe ab. Ein Teil der Probe
wurde, wie schon erldutert, mittels Urin-Sticks und Drogentest untersucht, ein weiterer Teil (2*10 ml)
wurde zu Analysezwecken bei -20°C tiefgefroren. Nach der ersten Arzneiapplikation begann die 24h-
Urinsammlung. Zu den Zeitpunkten 11, 14 und 15 wurden die Urinsammelbehalter jeweils gewogen

und Proben daraus entnommen.

2.1.3 Priifmedikation

Jede Prifsubstanz steht fir ein bestimmtes Enzym der Cytochrom-P450-Familie bzw. fiir einen
bestimmten Transporter. Durch Messen der Substratkonzentration der verabreichten Medikamente im
Blutplasma und im Urin zu festgelegten Zeitpunkten kann man so Ruckschlisse auf die Aktivitat
dieser Enzyme bzw. Transporter ziehen. Wichtig bei der Wahl der Priifsubstanzen ist, dass keine
Wechselwirkungen bestehen. AuRerdem wurden die Medikamente so gewahlt, dass sie alle tiber einen

anderen Weg verstoffwechselt werden.

Die Medikamente der Studienperiode I sind auf dem Markt etablierte und zugelassene Arzneimittel in
sehr niedrig dosierten Mengen. Die in der Studienperiode Il oral applizierten Medikamente sind
ebenfalls auf dem Markt zugelassene Arzneimittel, doch wurden sie noch sehr viel geringer dosiert als
ublicherweise verordnet. Bei der oralen Prifsubstanz Torasemid liegt die Dosierung sogar unter den
kleinsten im Handel erhaltlichen Medikamentendosierungen. Aus diesem Grund wurde dieses

Medikament GMP-konform extra fur die Studie von der Universitatsapotheke in UIm hergestellt.

In Tabelle 14 ist die fur diese Arbeit relevante Prifmedikation aufgelistet, die den Probanden
verabreicht wurde. In der Studienperiode | erfolgte die Arzneimittelapplikation intravends, in der
Studienperiode Il dagegen als niedrig dosierte orale Medikation.
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Tabelle 14 Prifmedikation der Studienperiode | und Il

Studienperiode I

Prifsubstanz Handelshame Dosis Verabreichung
Torasemid Torem® 2,5mg intravenos
Midazolam Dormicum® 0,2 mg intravenos

Studienperiode I1

Prifsubstanz Handelsname Dosis Verabreichung

Torasemid Torem RR 2,5 mg 0,25 mg per 0s
Tabletten, Berlin-
Chemie, Berlin
Deutschland

Midazolam Midazolam-ratiopharm 1 mg per os
2 mg/ml Lésung, Ulm,
Deutschland

Die Lagerung der Priifmedikation erfolgte entsprechend den jeweiligen Fachinformationen. Nur das

Studienpersonal hatte Zugriff auf diese Substanzen.

Zur Herstellung der intravends-applizierten Medikamente wurden 0,2 mg Midazolam und 2,5 mg
Torasemid in jeweils 0,9 prozentiger Kochsalzlésung zu einem totalen Endvolumen von jeweils 5 ml
gelost. Die Injektion lief dann jeweils flir zwei Minuten Uber eine separate Venenverweilkanile in den

Probanden.

2.1.4 Probandenauswahl

Fir die Studie wurden gesunde monozygote und gleichgeschlechtliche dizygote Zwillingspaare im
Alter von 18 bis 65 Jahren rekrutiert. Die Teilnahme war nur als Paar méglich. Das Bekanntmachen
der Studie erfolgte vor allem durch Aushdnge im Raum Goéttingen und Hannover sowie durch

Zeitungsannoncen in Stdniedersachsen, Nordhessen und Thiringen.

2.1.4.1 Einschlusskriterien

Um in die Studie eingeschlossen zu werden, mussten die Probanden folgende Einschlusskriterien

erfullen:
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e Vorliegen der schriftlichen sowie mundlichen Einverstandniserklarung (informed consent)

e Alter zwischen 18 und 65 Jahren

e Gewicht zwischen 50 und 120 kg; BMI zwischen 18 und 33 kg/m?

o Keine pathologischen Untersuchungsergebnisse

o Keine Ausschlusskriterien laut Anamnese

e Rauchgewohnheiten dhnlich des Zwillingspartners (£10 Zigaretten / Tag)

o Bei zweieiigen Zwillingspaaren musste Gleichgeschlechtlichkeit bestehen

¢ Bei Frauen: negativer Schwangerschaftstest und die Bereitschaft wahrend der Studie zu
verhiten

2.1.4.2 Ausschlusskriterien

Neben den oben genannten Einschlusskriterien gab es noch bestimmte Punkte, die Probanden von

vornherein von einer Studienteilnahme ausschlossen:

e Teilnahme an einer anderen Arzneimittelstudie innerhalb der letzten 30 Tage vor
Studienbeginn sowie wahrend der Studie

¢ Blut-, Plasma- oder Thrombozytenspende in den letzten 30 Tagen vor Studienbeginn

e Bei Frauen: Schwangerschaft oder Stillzeit

e  Akute Erkrankungen oder Fieber von tiber 37,5 °C

e Storungen der Leber- und/oder der Nierenfunktion

e Infektionen der Niere und/oder der ableitenden Harnwege

e Herzerkrankungen

e Chronische Erkrankungen wie z. B. Hepatitis B, Hepatitis C oder HIV

o Grolere gastrointestinale Operationen und/oder Erkrankungen, vor allem da diese die
Pharmakokinetik der Priifmedikation beeinflussen kénnen

e Bekanntes Raynaud-Syndrom

e Bekanntes Asthma bronchiale im Stadium 2 bis 4

e Laborwerte auBerhalb der Norm

¢ RegelméaBige Medikamenteneinnahme in den letzten sieben Tagen vor Studienbeginn und
wahrend der Studie. Ausnahmen waren orale Kontrazeptiva und andere Medikamente nach
Abwagung des Studienpersonals; die Einnahme von milden Analgetika (wie z. B. Aspirin,
Paracetamol, Ibuprofen) wurde nach Riicksprache bis zu 6 Stunden vor sowie 24 Stunden
nach Einnahme der Studienmedikation gestattet.

o Suchterkrankungen wie z. B. Alkoholabhéngigkeit oder Drogen-Abusus

e Bekannte schwere Uberempfindlichkeitsreaktionen oder Anaphylaxie

o Bekannte Allergie auf die verwendete Prifmedikation; bei Allergie auf nur eine Priifsubstanz
konnte die Studie trotzdem unter Herausnahme dieses Medikaments durchgefuhrt werden.

o Jeglicher pathologischer Befund in der Voruntersuchung, der gegen eine Teilnahme an der
Studie spricht (Beachtung vor allem von Leber- und Nierenparametern).

e Unfahigkeit, die Probandeninformation zu verstehen und die Studienregeln zu befolgen
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2.1.4.3 Screening der Probanden

Zunéchst wurden die interessierten Zwillingspaare in einem ausflhrlichen Gesprach lber die Inhalte
und Hintergriinde der Medikamentenstudie aufgeklart. Hierbei gab es viel Raum furr Fragen und jedem
Interessenten wurde eine Probandeninformation ausgehandigt. In dieser waren alle Details der Studie
genau beschrieben. Zusatzlich gab es genugend Bedenkzeit, um sich einer Studienteilnahme ganz
sicher zu sein. Entschied sich ein Zwillingspaar dazu, an der Studie teilzunehmen, so begann nach

Unterschrift der Einverstandnis- sowie Datenschutzerklarung die Voruntersuchung.

Die Voruntersuchung setzte sich aus einer ausfiihrlichen Anamnese und einer grindlichen
korperlichen Untersuchung anhand der oben genannten Ein- und Ausschlusskriterien zusammen.
Dabei wurden ein 12-Kanal-EKG geschrieben sowie Temperatur, Blutdruck und Puls gemessen. Der
Urin wurde mittels U-Sticks auf ph-Wert, Leukozyten, Nitrit, Protein, Glukose, Ketonkdrper,
Urobilirubin, Bilirubin und Blut/Hamoglobin untersucht. AuBerdem erfolgte ein Urindrogenscreening
auf die Substanzen Metamphetamin/MDMA, Benzodiazepin, Kokain, Opioid und THC. Bei Frauen
erfolgte zusétzlich ein Schwangerschaftstest im Urin. Zum Abschluss wurde den Zwillingen Blut fiir
die laborchemische Untersuchung entnommen. Die Analysen erfolgten hierzu durch die Abteilung
Klinische Chemie, Universitatsmedizin Géttingen. Die folgenden Parameter wurden dabei bestimmt:
Natrium, Kalium, Calcium, Glutamat-Oxalat-Transaminase (GOT), Gesamt-Bilirubin, Kreatinin sowie

Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten.

Ein Einschluss (enrolment) in die TWINS-II-Studie konnte dann erfolgen, wenn ein Zwillingspaar alle
oben aufgeflihrten Einschlusskriterien erflllt hatte und keine oben genannten Ausschlusskriterien

aufwies und so aus medizinischer Sicht keine Bedenken bestanden an der Studie teilzunehmen.

Der Abstand zwischen Voruntersuchung und erstem Studientag durfte nicht mehr als 42 Tage
betragen. Wurde dieses Zeitintervall tberschritten, so musste vor Beginn des ersten Studientages eine
erneute Blutentnahme sowie eine Auffrischung der Anamnese und Untersuchung durchgefiihrt

werden.

2.1.5 Allgemeine Vorschriften und Regelungen zur Studie

2.1.5.1 Verhaltensregeln

Wahrend der Studienteilnahme waren die Probanden angehalten, bestimmte Verhaltensregeln zu
befolgen. Dies diente zum einen der Sicherheit der Studienteilnehmer, um beispielsweise

Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln zu vermeiden. Zum anderen musste gewéhrleistet sein,

34



Material und Methoden

dass keine zusatzlichen Storfaktoren die zu bestimmenden pharmakokinetischen Parameter

verfalschten.

Ganz allgemein war die Einnahme von Drogen wéhrend der gesamten Studie verboten. Medikamente
oder Nahrungserganzungsmittel durften nur nach Ricksprache mit dem Studienpersonal
eingenommen werden, was dann notiert werden musste. Ab zwei Wochen vor Beginn einer jeden
Studienphase musste auf den Genuss von Chinin-haltigen Erfrischungsgetranken und von Grapefruit
in jeglicher Form verzichtet werden. Von zusatzlichen DidtmalRhahmen wahrend des Studienablaufs
wurde abgeraten. Eine Woche vor Beginn einer jeden Studienphase war die Aufnahme von Kaffee,
Cola, Energy-Drinks, schwarzem sowie grinem Tee und Schokolade nicht erlaubt. Intensive
sportliche Aktivitaten sollten ebenfalls vermieden werden. Ab 48 Stunden vor und wahrend der
Studienphase war das Konsumieren von Alkohol verboten. Ebenso waren das Fiihren von
Kraftfahrzeugen sowie das Bedienen von Maschinen, die den Probanden selbst und andere Menschen
gefahrden konnten, bis 20 Stunden nach der letzten Arzneimitteleinnahme nicht erlaubt.

2.1.5.2 Abbruch der Studie

Jeder Proband hatte das Recht, die Teilnahme an der Studie zu jedem Zeitpunkt abzubrechen. Er war
dabei nicht verpflichtet einen Grund anzugeben. Auf der anderen Seite konnte ein Proband von der
Studienteilnahme ausgeschlossen werden, wenn er sich nicht an die Verhaltensregeln hielt oder wenn

die 0.9. Ausschlusskriterien nachtraglich auftraten.

2.1.5.3 Probandensicherheit und Datenschutz

Aus Datenschutzgriinden wurde jedem Probanden ein eigener Studiencode zugeordnet. Dies erfolgte
durch Vergabe einer individuellen Nummer fur jedes Paar an sich und zur weiteren Differenzierung
der jeweiligen Zwillinge mit dem Zusatz A und B. Zusétzlich erhielt jeder Proband einen eigenen
Studienordner. In diesem wurde jedes Ereignis und jede Intervention, die wahrend der Studie
auftraten, auf speziellen Dokumentationsbdgen in Form eines sogenannten Case-Report-Form (CRF)
notiert. Nur dem Studienpersonal war eine Zuordnung der Studiennummer zum jeweiligen Probanden

moglich.
Wahrend des Studientages wurden die Probanden zur Uberwachung an einen Monitor angeschlossen.

Es wurde regelméRig der Blutdruck gemessen sowie zu Beginn eines jeden Studientages die

Temperatur.
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Trat ein unvorhersehbares Ereignis ein, gab es verschiedene Formen der Dokumentation, die nach den
Regeln der GCP-Richtlinien in folgende Ereignisse unterschieden werden (GCP-Verordnung 2012):

Das Adverse Event (AE) oder auch das unerwiinschte Ereignis (UE) beschreibt jedes schadliche
Vorkommnis, das einem Probanden widerfahrt, dem ein Arzneimittel verabreicht wurde. Dabei muss

die Medikamentengabe nicht im kausalen Zusammenhang mit dem Ereignis stehen.

Das Serious Adverse Event (SAE) oder auch schwerwiegendes unerwinschtes Ereignis (SUE)
beschreibt jedes schadliche Vorkommnis, was einem Probanden widerfahrt, dem ein Arzneimittel im
Rahmen einer Klinischen Studie verabreicht wurde und welches entweder tddlich oder
lebensbedrohlich ist, einen stationdren Aufenthalt erfordert, zu einer bleibenden oder
schwerwiegenden Behinderung fiihrt oder einen Geburtsfehler zur Folge hat. Dabei muss die

Medikamentengabe nicht im kausalen Zusammenhang mit dem Ereignis stehen.

2.2 Arzneimittel-analytische Methoden

Zur Analyse der Plasmakonzentration der hier untersuchten Medikamente Torasemid und Midazolam
wurde jedem Probanden zu festdefinierten Zeitpunkten Blut mittels EDTA-Monovetten entnommen.
Die Blutproben wurden direkt im Anschluss fir zehn Minuten zentrifugiert. Nach erfolgter
Plasmaseparation wurden diese bei -20° Celsius eingefroren. Die weitere Analyse erfolgte dann durch
das Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie in Stuttgart mittels
Flissigkeitschromatographie mit anschlieRender Detektion durch Tandem-Massenspektrometrie (LC-
MS-MS).

Zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Torasemid und seinem Metaboliten
Hydroxytorasemid sowie der Konzentrationen von Midazolam wurden zundchst 100 pg Plasma mit 10
Mg Eichpunktlosung versetzt. Als interne Standards wurden hierzu die Substanzen Torasemid-d;
(Toronto Research Chemicals Nr. T548752), Hydroxytorasemid-d; (Toronto Research Chemicals Nr.
H969982) sowie Midazolam-ds (Roche, Nr. RO0213981-010) genutzt. Funf Minuten nach dem
Mischvorgang erfolgte die Proteinfallung mit 200 pl Acetonitril und anschlieRender Zentrifugation fur
zehn Minuten bei 13000 U/min in der Eppendorf-Zentrifuge 5424R. Der gesamte Uberstand wurde
danach in ein neues Eppendorf-Gefal Gberfiihrt und vollstandig bei 37°C unter Stickstoff abgeblasen.
Der dadurch entstandene Ruickstand wurde wiederum in 50 pl Eluent aufgenommen und funf Minuten
bei 13000 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurden 40 pl des Uberstands in eine Mikrotiterplatte
pipettiert. Von dieser Losung konnten nun 10 pl zur LC-MS-MS-Messung genutzt werden. Dazu
wurde das Agilent 6460 Triple Quadrupole Massenspektrometer (Agilent, Waldbronn, Germany)
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verwendet, welches an das Agilent 1200 HPLC-System gekoppelt war. Dieses System bestand aus
dem Eluentenentgaser G1379B, der bindren Pumpe G1312B, dem Mikrotiterplatten-Autosampler
G1367D und dem Séulenthermostat G1316B. Die aufgearbeiteten Proben wurden mithilfe einer
US6240-HPLC-Saule (Modulo-cart QK Strategy 5 pro 100*2,1dmm, Interchim, Mannheim) in ihre

Analyten aufgetrennt und diese mittels Elektro-Spray-lonistation detektiert.

Zur Aufarbeitung der Plasmaproben zur Messung des Metaboliten 1'-Hydroxy Midazolam wurde zur
Herstellung als interner Standard 1'-Hydroxymidazolam-ds (Toronto Research Chemicals, Nr.
H948423) genutzt. In einem 10 ml Rundbodenzentrifugenglas mit Schraubverschluss wurde 1 mi
Plasma mit 10 ul Eichpunktlésung, 1 ml Kaliumphosphatpuffer (ph 7,4) und 5 ml Diethylether mittels
Uberkopfmischer fiir zehn Minuten vermixt. AnschlieBend wurde die Losung fiir zehn Minuten bei
3000 U/min in der Megafuge 1.0 R Kendro zentrifugiert. Im Anschluss wurden 4 ml Uberstand in
spitze Zentrifugenglaser Uberfiihrt und mittels Stickstoff abgeblasen. Die vollstandig getrocknete
Probe wurde danach mit 50 pl Acetonitril/Wasser (im Verhaltnis 1:1) und 25 pl Wasser versetzt, um
anschlieRend bei 4000 U/min fur zehn Minuten zentrifugiert zu werden. Nach diesem Vorgang wurden
50 pl der entstandenen Losung vorsichtig in die Mikrotiterplatte pipettiert. Hiervon wurden wiederum
10 pl fir die LC-MS-MS-Messung genutzt, die nach den oben genannten Standards ablief.

Zur Standardisierung und Validierung wurden Eichgeraden aus den Kalibrierproben durch gewichtete
lineare Regression (1/x) des Peakflachenverhéltnisses Analyt / Interner Standard gegen das
Konzentrationsverhaltnis Analyt / Interner Standard gebildet. So konnten die entsprechenden
Deuterium-markierten Analoga der Analyten als interne Standards verwendet werden. Es wurden bei
jeder Messung die Nullprobe, die Kalibrierproben sowie drei verschiedene Qualitatsproben

mindestens zweimal mitgemessen.

2.3 Molekulargenetische Methoden

Bei jedem Probanden wurde zu Beginn der Studie einmalig eine zusétzliche 2,7 ml EDTA-Monovette
peripheres Vollblut fur Genotypisierungszwecke entnommen, welches bei -20 ° Celsius gelagert
wurde. Die molekulargenetischen Analysen dieser Blutproben wurden im Institut fiir Klinische
Pharmakologie der Universitatsmedizin Gottingen unter der Leitung von Herrn PD Dr. Tzvetkov
durchgefuhrt. Es wurden neben den in dieser Arbeit besprochenen Genotypen des Transporters
OATP1B1 sowie der Enzyme CYP2C9 und CYP3A4 zudem die Genotypen der Transporter OCT1,
ADRB1 und ADRB?2 sowie die Genotypen der Enzyme CYP2D6, CYP2C19 und UGT2B7 bestimmt.
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Die genomische DNA aus den Blutproben konnte mithilfe des BioRobot EZ1 (Firma Qiagen)
gewonnen werden. Der Vorgang erfolgte automatisch. Die DNA wurde mithilfe eines Magneten aus
dem Vollblut extrahiert. Aus der Ausgangssubstanz von 350 ul peripheren Vollbluts konnte so eine
Ausbeute von 200 ul DNA- Lésung mit einer durchschnittlichen Konzentration von 70 ng/ul erreicht
werden. Im Anschluss erfolgte die Vervielféaltigung der DNA mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion

(PCR, polymerase chain reaction).

Um Monozygotie oder Dizygotie der in dieser Studie eingeschlossenen Zwillinge bestimmen zu
kénnen, wurden die Polymorphismen der oben genannten Strukturen miteinander verglichen. Bei
vollig identischer Ubereinstimmung aller untersuchten Genotypen wurde der Zwillingsstatus als

monozygot, bei fehlender Ubereinstimmung als dizygot festgelegt.

2.4 Pharmakokinetische Analysen

2.4.1 Pharmakokinetische Parameter und deren Berechnung

Um die Pharmakokinetik von Arzneimitteln und deren Metaboliten zu beschreiben und daraus
Anweisungen fur eine richtige Dosierung von Medikamenten herzuleiten, hat es sich bewahrt, diese
mittels pharmakokinetischer Parameter wiederzugeben. Diese Parameter werden aus Konzentrations-
Zeit-Verlaufen von den applizierten Arzneimitteln in Blut und Harn gewonnen. Essentielle
pharmakokinetische Parameter, die fir die beiden In-vivo-Indikatorsubstanzen Torasemid und
Midazolam in dieser Dissertationsarbeit berechnet wurden, werden im Folgenden néher erldutert
(Mutschler et al. 2013; Gugeler und Klotz 2000).

Cmax. Ein Parameter zur Berechnung der Geschwindigkeit der Resorption eines Pharmakons ist die
Konstante Cmax. Er beschreibt die Maximalkonzentration, die im Blut nach Gabe eines Arzneimittels

gemessen wird.

tmax. Der Parameter tmax gibt die Zeit zwischen Arzneimittelapplikation und Erreichen der maximalen
Plasmakonzentration Cmax wieder. Die Geschwindigkeit der Resorption ist davon abhéngig, ob ein
Medikament oral, intravents oder auf anderem Wege appliziert wird. Je schneller die Aufnahme eines
Arzneimittels erfolgt, desto kirzer ist die Zeit (tmax), die zum Erreichen der Maximalkonzentration
(Crmax) fuhrt.

AUC. Ein essentieller Parameter ist die AUC (area under the curve). Sie stellt das Integral der

Arzneimittelkonzentration im Blut Gber die Zeit t (von t = 0 bis zu einem definierten Zeitpunkt oder
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bis unendlich) dar und ist ein MaR fur die vorhandene Substanzmenge im Korper. Sie verhélt sich
proportional zu der im Blutkreislauf befindlichen Substanzmenge. Berechnet wird die AUC mithilfe
der Trapezformel. Dazu teilt man die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve anhand der
verschiedenen Messpunkte in Vierecke und erhalt durch Aufsummation die Gesamtflache. Es kdnnen
dann letztendlich zwei verschiedene Messmethoden verwendet werden. Zum Erhalt der AUC, . wird
vom letzten gemessenen Zeitpunkt aus mithilfe der terminalen Eliminationshalbwertzeit gegen
unendlich extrapoliert. Zum Erhalt der AUCi.st wird dahingegend die letzte messbare Konzentration

der Substanzmenge genutzt.

MRT. Die mittlere Residenzzeit (mean residence time) ist die Bezeichnung fiir die mittlere
Verweildauer eines intakten Arzneimittelmolekils im Korper. Die MRT wird berechnet aus der AUC
und der AUMC in folgender Gleichung: MRT = AUMC / AUC. Die AUMC beschreibt die Flache
unter der ersten Momentkurve, die definiert ist als das Produkt der Zeit t und der Plasmakonzentration
Cmax Von t = 0 bis unendlich.

Verteilungsvolumen. Das Verteilungsvolumen (V) beschreibt die GroRe des Raumes, in dem sich
eine Substanz gleichmé&Rig verteilt. In der Regel ist es ein rein fiktives Volumen. Es verbindet die
intravenos verabreichte Dosis D mit der daraus resultierenden Plasmakonzentration Co durch die
Formel Co = D/ V. Man unterscheidet dabei das zentrale Verteilungsvolumen V¢, in welches sich das
Medikament nach Aufnahme schnell verteilt, vom Verteilungsvolumen im Steady State Vs, welches

nach der Medikamentenverteilung und Anreicherung im Gewebe im Korper entsteht.

Totale Clearance. Ein Parameter der Elimination stellt die totale Clearance (Cl) dar. Ganz allgemein
beschreibt die Clearance das Blutvolumen, welches in einer bestimmten Zeit von einer bestimmten
Substanz befreit wird. Die totale Clearance oder auch Gesamtkdrperclearance wird dadurch bestimmt,

dass man die Dosis (D) einer Substanz durch die AUC dividiert.

Cl=D/AUC

Die totale Clearance setzt sich in den meisten Fallen aus verschiedenen Teil-Clearances zusammen,

wobei der GroRteil dabei aus der renalen und hepatischen Clearance besteht.

Eliminationshalbwertzeit. Dieser Parameter, der auch als Plasmahalbwertszeit (t 1) bezeichnet wird,
ist die Zeit, in der die Plasmakonzentration einer Substanz auf die Hélfte des urspriinglichen Wertes
abfallt. Bei einem 2-Kompartiment-Modell wird unterschieden in t ., o, welches die Halbwertszeit zu
Beginn des Konzentrations-Zeit-Verlaufs bezeichnet. In der a-Phase féllt die Plasmakonzentration
durch die schnelle Verteilung des Pharmakons im Korper bedingt rasch ab. Im Anschluss daran
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schlieBt sich der langsamere B-Strom an, der die restliche Elimination und die Ruckverteilung des
Stoffes darstellt und durch ti g beschrieben ist. Zuletzt ist t » Lamnda 2 als terminale Halbwertzeit aus
dem Abfall der letzten drei bis funf Konzentrationen beschrieben und berechnet sich mit folgender
Gleichung:

t v Lambdaz = IN(2) / Lambda z

Lambda z stellt die Eliminationskonstante dar, die bei halblogarithmischer Darstellung aus der

Steigung des linearen Konzentrationsabfalls berechnet wird.

Bioverfligbarkeit. Die Bioverfligbarkeit (F) beschreibt den Anteil der Substanzmenge, die nach
Applikation in den systemischen Kreislauf gelangt und damit ihren Wirkort erreicht. Bei intravendser
Applikation betragt die Bioverfugbarkeit definitionsgemaR 100 Prozent. Die AUC ist unabhangig von
der Applikationsart proportional zur bioverfligharen Dosis F * D.

Esgil: AUC=F*D/CI

Absolute orale Bioverfigbarkeit (F). Bei oral verabreichten Medikamenten wird die
Bioverfugbarkeit u. a. durch unvollstindige gastrointestinale Resorption und durch den
prasystemischen Metabolismus in Darmschleimhaut und Leber beeinflusst und vermindert. Daraus
ergeben sich zwei verschiedene Verldufe der Konzentrations-Zeit-Kurven bei oraler und intravendser
Applikation (siehe Abbildung 4). Dies bedeutet, dass bei vollstandiger Bioverfugbarkeit die Flachen
unter den Konzentrations-Zeit-Kurven bei intravendser und bei oraler Medikamentengabe gleich groR
sind. Ist die Flache bei oraler Applikation jedoch kleiner, so ergibt sich daraus eine verminderte orale
Bioverflgbarkeit. Es gilt die Beziehung: F = (AUCp, / AUCiv) * (Div / Dpo)

Exemplarisch dargestellt sind die pharmakokinetischen
Parameter eines Probanden (10A) nach oraler (gestrichelter
Kurvenverlauf) sowie intravendser (durchgehender
Kurvenverlauf) Torasemidapplikation. Es lasst sich ein
spateres Erreichen der Cpax SOwie eine langsamere
Verteilungs- und Eliminationsphase nach oraler Dosierung
im Vergleich zur intravendsen Dosierung erkennen.

Plasmakonzentration

Zeit (in Minuten)

Abbildung 4 Konzentrations-Zeit-Kurven nach oraler und intravendser Arzneimittelapplikation
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2.4.2 Pharmakokinetische Modelle

Zur Berechnung der pharmakokinetischen Parameter ist es in einigen Féllen hilfreich mathematische
Modellannahmen zu benutzen. Mithilfe sogenannter Kompartimentmodelle lassen sich die
komplizierten und vielféltigen pharmakokinetischen VVorgange im menschlichen Kérper vereinfachend
darstellen. Dabei teilt man den Korper in vereinfachte hypothetische Kompartimente auf, die die
verschiedenen physiologischen Korperflissigkeits- und Geweberdume darstellen. Es wird von einem
offenen System ausgegangen, da das aufgenommene Arzneimittel den Kdrper unverandert oder in
Form seiner Metaboliten wieder verlasst. Grundsétzlich unterscheidet man das Ein-Kompartiment-
Modell von dem Zwei- oder Mehr-Kompartiment-Modell. Wahrend sich das Pharmakon im Ein-
Kompartiment-Modell rasch und einheitlich verteilt, diffundiert das Pharmakon im Zwei- oder Mehr-
Kompartiment-Modell in unterschiedlich groRen Verteilungsraumen hin und her. Dabei wird zwischen
einem zentralen (V1) und peripheren (V2) Kompartiment unterschieden. Die schnelle Verteilung und
anfangliche Elimination eines Medikamentes bewirkt zundchst in der Regel einen raschen
Konzentrationsabfall. Diese sogenannte Verteilungsphase wird auch als alpha-Phase bezeichnet. Im
Anschluss an diese Phase kommt es h&ufig zu der langsameren Elimination nach Rlckverteilung des
Pharmakons, die durch einen nur diskreten Konzentrationsabfall kennzeichnet ist. Diese sogenannte
Eliminationsphase wird hdufig als beta-Phase bezeichnet. Mithilfe der Eliminationshalbwertzeitent .,
sowie ti g lassen sich flr die beiden Phasen die jeweiligen Halbwertszeiten berechnen (Gugeler und
Klotz 2000).

2.5 Statistische Methoden

Das Ziel der TWINS-II-Studie ist es, die Erblichkeit im Arzneimittelmetabolismus anhand
pharmakokinetischer Parameter von monozygoten und dizygoten Zwillingen vergleichend zu
untersuchen. Die wichtigsten priméren Parameter sind hierbei die AUC bzw. die sich daraus ergebene
Cl. Die Ermittlung der deskriptiven statistischen Werte wurde anhand der Konzentrations-Zeit-Kurven
der Probanden vorgenommen. Die pharmakokinetischen Parameter wurden mithilfe der nicht-
parametrischen Analyse als Testverfahren berechnet. Als Grundlage dienten hierbei die Mittelwerte
pro Proband. In der Studienperiode | wurde der Mittelwert aus allen absolvierten Studienphasen (in
der Regel drei) pro Proband berechnet; in der Studienperiode Il der Mittelwert aus der einzelnen
Studienphase pro Proband. Die Berechnungen der Parameter erfolgten durch das Programm
WinNonlin™ Version 2.1. FUr die weiteren statistischen Auswertungen sowie die graphische
Darstellung wurden die Programme SigmaPlot™ Version 12.5, Microsoft Excel™ 2007 und R™

Version 2.15.3 genutzt.
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2.5.1 Berechnung der Erblichkeit

Zur Berechnung der Erblichkeit wurden verschiedene Herangehensweisen gewahlt.

Erblichkeitsberechnung nach Falconer. Schon in den 1960er Jahren entwickelte D.S. Falconer eine
Formel, die zur Ermittlung der Erblichkeit herangezogen wird. Sie lautet

HZ(F) =2* (er - rDz).

Dabei steht H2 flir die Erblichkeit, rmz und rpz geben den Korrelationkoeffizienten fiir monozygote
(MZ) und dizygote (DZ) Zwillinge an (Falconer und Mackay 1996).

Erblichkeitsberechnung nach Vesell. In den 1970er Jahren fiihrte E.S. Vesell eine weitere Formel
zur Abschétzung der Erblichkeit ein, die sich nur wenig von der Falconer-Formel unterscheidet:

H2M = vz -1pz /1 -Ipz

Hier stehen ruz und rpz fiir den Korrelationkoeffizienten der monozygoten (MZ) und dizygoten (DZ)
Zwillinge (Vesell 1978).

Erblichkeitsberechnung mithilfe der Strukturgleichungsmodell-Analyse. Mithilfe dieser Analyse
konnen die vielfaltigen Einflussfaktoren der Variabilitdten genauer identifiziert und quantitativ
eingeschatzt werden. Dabei wird unterschieden zwischen genetischen Aspekten, aufgeteilt in genetisch
additive Einflisse (A) und dominante Effekte (D), und Umweltaspekten, aufgeteilt in gemeinsam
erlebte Umweltfaktoren (C) und individuell spezifische Umweltfaktoren (E), wobei das letztgenannte
auch Messfehler beinhaltet. Die phénotypische Variante (P) ergibt sich aus der Summer der genannten
Komponenten: P = A + D + C + E. Mono- und dizygote Zwillingen erleben zu 100 Prozent den
gleichen Umwelteinfluss (C). Nur hinsichtlich ihrer genetischen Aspekte unterscheiden sie sich.
Waéhrend monozygote Zwillinge in Bezug auf ihre Gene (A und D) vollkommen identisch sind,
unterscheiden sich dizygote Zwillinge zu 50 Prozent in den additiven genetischen Aspekten (A) und
zu 25 Prozent in den dominanten Effekten (D). Die individuell erlebten Umweltereignisse (E) werden

immer getrennt voneinander erlebt (Rijsdijk und Sham 2002).

Puwz=A+D+C

Poz=0,5A+0,25D+C

Eine eindeutige Isolierung von Variablen C und E ist bei einer klassischen Zwillingsstudie nicht

maoglich, sodass zu weiteren Analysezwecken die Modelle ACE, ADE, AE und CE gebildet werden.
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Die Testglte wird mithilfe des Chi%-(x?-) und p-Wertes ermittelt. Als Vergleich dient das saturierte
Modell, welches genau aus der Anzahl aller in die Strukturmodellanalyse eingegebenen Parameter
besteht, jedoch keinen Spielraum fir latente Variablen lasst. Im Vergleich zum saturierten Modell
bedeutet ein nicht-signifikanter p-Wert in Bezug auf die genannten Modellvarianten, dass das
gewahlte Modell gut zu den Werten passt. Zudem sollte das getestete Modell den niedrigsten Wert der
AIC (akaike information criterion) und damit die minimalste Varianz der Residuen aufweisen.
Dadurch wird sichergestellt, dass das Modell zur Erblichkeitsabschédtzung nicht unnétig komplex wird
(Rijsdijk und Sham 2002). Die Berechnung erfolgt mithilfe des Programms R™ und dem
Softwarepaket mets Version 0.2.3 (entwickelt von Klaus K. Holst und Thomas Scheike, Universitat

Kopenhagen, Dédnemark).
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3  Ergebnisse

3.1 Die untersuchte Stichprobe

An der Klinischen Studie haben insgesamt 58 Zwillingspaare teilgenommen. Davon haben 50

Zwillingspaare (86 Prozent) den gesamten ersten Teil der Studie (Studienperiode 1) mit drei

Dosierungen abgeschlossen. Die restlichen acht Paare beendeten die Studie aus unterschiedlichsten

Grinden nach der ersten bzw. zweiten Dosierung vorzeitig. An dem zweiten Teil der Studie

(Studienperiode I1), der nur die oralen Dosierungen beinhaltete, nahmen von den 58 Zwillingspaaren

37 Paare (64 Prozent) teil. Im Folgenden werden die Zwillingspaare in die Auswertung einbezogen,

die die orale und intravendse Dosierung von Torasemid und Midazolam erhalten haben. Dies

entspricht den Teilnehmern der Studienperiode Il. Die demographischen Daten der betrachteten

Studienpopulation sind in Tabelle 15 abgebildet.

Tabelle 15 Demographische Daten der betrachteten Studienpopulation

Gesamt Geschlecht Alter Gewicht Grolie BMI
? 3 [Jahre] [ka] [m] [kg/m?]
n n n Mittelwert
(Standardabweichung)
(Angabe in Prozent) Bereich
Alle 24,7 65,0 1,70 22,6
74 54 20
Probanden *70)  (£104)  (£009)  (£3.2)
(100) (73) (27)
18-51 48-97,5 1,55-1,95 17,9-30,2
Monozygot 25,3 64,6 1,70 22,4
58 40 18
(x7,6) (£ 10,6) (£ 0,09) (£3,0)
(78) (69) (31)
18-51 48-97,5 1,55-1,95 17,9-30,2
Dizygot 22,1 66,1 1,69 23,2
16 14 2
(2,9 (9,9 (£ 0,09) (3,7
(22) (87,5) (12,5)
18-27 53,5-83,5 1,60-1,95 18,9-29,7

n = Anzahl; @ = weiblich; & = mannlich
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Von 37 Zwillingspaaren waren 29 monozygot (78 Prozent) und 8 dizygot (22 Prozent). Dieses
Verhaltnis ist im Vergleich zur Normalbevélkerung in Richtung monozygot verschoben, da aus der
Studie dizygote Paare mit unterschiedlichem Geschlecht ausgeschlossen worden sind. Hinsichtlich der
Geschlechterverteilung bestand ein leichtes Ungleichgewicht zu Ungunsten der mannlichen

Teilnehmer: 27 Zwillingspaare waren weiblich (73 Prozent) und 10 Paare mannlich (27 Prozent).

Wahrend des gesamten Studienverlaufs wurde die Studienmedikation insgesamt gut vertragen. Es kam
nur zu einigen unspezifischen adverse events (AE) wie Kopfschmerzen, Schwindel oder Mudigkeit.
Zudem wurden flnf serious adverse events (SAE) beschrieben, die in der Tabelle 16 genannt sind.
Dabei ist anzumerken, dass sich diese Ereignisse auf die gesamte Studienmedikation der ganzen

Zwillingsstudie beziehen.

Tabelle 16 SAE der gesamten TWINS-I1-Studie

Studiencode Ereignis Kausaler Zusammenhang
des Probanden zwischen Studienmedikation
und SAE
16 A Cholezystektomie bei Gallensteinen Unwabhrscheinlich
16 B Schmalkomplextachykardie tuber wenige Maoglich
Minuten (Frequenz bis 145/min)
17B Operation nach lumbalen Bandscheibenprolaps  Unwahrscheinlich
19B Pylonephritis mit Hospitalisierung Unwabhrscheinlich
48 B Infekt nach Weisheitszahn-Operation mit Unwabhrscheinlich

Hospitalisierung

Diese Ereignisse, die nach den Regeln der Einordnung unerwiinschter Ereignisse in klinischen Studien
als schwerwiegend eingeordnet werden mussten, waren bis auf ein Ereignis nach
Koffeinverabreichung hdchstwahrscheinlich ohne jeden kausalen Zusammenhang mit der Studie.
Insbesondere nach Midazolam- oder Torasemidverbreichung gab es keine schwerwiegende

unerwiinschte Reaktion auf die Studienmedikation oder die Studienprozeduren.
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3.2 Haufigkeit der Genvarianten OATP1B1, CYP2C9 und CYP3A4
Um in dieser Arbeit unbekannte von bereits bekannten genetischen Varianten beriicksichtigen zu
kdnnen, wurden Genotypisierungen der hdufigen aus der Literatur bereits bekannten Genvarianten

durchgefihrt.

In Tabelle 17 werden die in der untersuchten Studienpopulation gefundenen Héaufigkeiten der

vermehrt vorkommenden Varianten im OATP1B1-Polymorphismus demonstriert.

Tabelle 17 Haufigkeiten bekannter Varianten im OATP1B1-Polymorphismus

Anzahl Anzahl Anzahl Phéanotyp Phénotyp Phéanotyp

(gesamt)  (MZ)  (BZ)  prequenz Frequenz Frequenz

(gesamt) (MZ) (DZ)
Variante im Vall74Ala-Polymorphismus
Homozygoter Trager 53 42 11 71,6 % 56,7 % 14,9 %
von Valin (TT) Wildtyp
Heterozygoter Tréager 17 12 5 23,0% 16,2 % 6,8 %
von Valin und Alanin (CT)
Homozygoter Trager 4 4 - 54% 54 % -
von Alanin (CC)
Variante im Asn130Asp-Polymorphismus
Homozygoter Trager 21 18 3 28,4 % 24,3 % 41 %
von Asparagin (AA) Wildtyp
Heterozygoter Trager 36 26 10 48,6 % 35,1% 135%
von Asparagin und
Asparaginsdure (AG)
Homozygoter Tréger 17 14 3 23,0% 18,9 % 4,1 %

von Asparaginsaure (GG)

Betrachtung der Daten nach intravendser Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen;
MZ= monozygot, DZ= dizygot

In Tabelle 18 wird die Verteilung der OATP1B1-Genotypen und deren Auswirkung auf die
Genaktivitat dargestellt. Der Val174Ala-Polymorphismus und der Asn130Asp-Polymorphismus treten
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haufig als kombinierte Mutationen auf, woraus die vier Haplotypen *1la=Asn130Vall74,
*1b=Aspl30Vall74, *5=Asn130Alal74, *15=Aspl30Alal74 resultieren. Bei Austausch von Valin

durch Alanin an Position 174 des SLCO1B1-Gens resultiert eine reduzierte Aktivitat des Transporters.

Tabelle 18 Haufigkeiten bekannter OATP1B1-Genotypen

OATP1B1-Genotyp Anzahl (74) Aktivitat
*la/*1la 19 Hoch
*1a/*1b 25 Hoch
*1a/*5 2 Intermediar
*1a*15 11 Intermediér
*1b/*1b 9 Intermediar
*1b/*15 4 Niedrig
*15/*15 4 Niedrig

Betrachtung der Daten nach intravendser Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen

In Tabelle 19 werden die Haufigkeiten der CYP2C9-Genotypen mit Auswirkung auf die Genaktivitét

aufgefihrt, die in der hier untersuchten Studienpopulation gefunden worden sind.

Tabelle 19 Haufigkeiten bekannter CYP2C9-Genotypen

CYP2C9- Anzahl Anzahl Anzahl Phanotyp Phanotyp Phanotyp Aktivitat
CEmeE (gesamt) (MZ) (D2) Frequenz Frequenz Frequenz

(gesamt)  (M2Z) (DZ)
*1/*1 41 38 3 86,5 % 70,3 % 16,2 % Normal
*1/*2 19 12 7
*2/*2 4 2 2
*1/*3 9 6 3 13,5% 8,1% 54 % Niedrig
*2/*3 1 - 1

Betrachtung der Daten nach intravendser Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen.

Fir die durch die Genvariante *2 kodierte Enzymvariante von CYP2C9 bei Torasemid ist eine

normale Aktivitat bekannt, wéhrend Tréger der Variante *3 eine verringerte Metabolisierungsaktivitat
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bei Torasemid zeigen. Bezogen auf die untersuchte Stichprobe kann eine normale Aktivitat fir das
Enzym CYP2C9 bei 64 Probanden und eine verringerte Aktivitdt bei 10 Probanden vorausgesagt

werden.

In Tabelle 20 wird die Verteilung der CYP3A4-Genotypen und deren Auswirkung auf die Genaktivitat
dargestellt. Fur das Enzym CYP3A4 wurde das Auftreten des *22-Genotyps bestimmt, fur den eine

erniedrigte Enzymaktivitat bekannt ist.

Tabelle 20 Haufigkeiten bekannter CYP3A4-Genotypen

CYP3A4- Anzahl Anzahl Anzahl Phéanotyp Phanotyp Phanotyp Aktivitat
e (gesamt) (MZ) (D2) Frequenz Frequenz Frequenz

(gesamt)  (M2Z) (DZ)
*1/*1 69 54 15 93,2 % 72,9 % 20,3 % Normal
*1/*1b 3 2 1 41% 2,7% 1,4 % Normal
*1/*22 2 2 - 2,7% 2,7% Niedrig

Betrachtung der Daten nach intravendser Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen.

3.3 Variabilitit von OATP1B1 und CYP2(C9 gemessen mit Torasemid
als In-vivo-Indikatorsubstanz

3.3.1 Pharmakokinetik von Torasemid nach oraler Applikation

Es folgt zunéchst die Abbildung und Analyse von Konzentrations-Zeit-Kurven, die nach oraler
Applikation gemessen wurden. Die graphische Darstellung der Konzentrationsverldufe nach oraler
Dosierung von Torasemid ist im Folgenden in linearer und halblogarithmischer Form aufgetragen.
Aus der linearen Darstellung (Abbildung 5) wird ersichtlich, dass nach der oralen
Torasemidapplikation die Maximalkonzentration (Cmax) erst nach einiger Verzdgerung erreicht wird
(Median der tmax monozygor= 60 Minuten; Median der tmax dizygor= 46 Minuten). Ansonsten unterscheiden

sich die Graphen der mono- und dizygoten Zwillinge nicht wesentlich voneinander.
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Abbildung 5 Lineare Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven von Torasemid nach oraler Applikation

Berticksichtigung aller Studienteilnehmer der Studienperiode Il (n = 74), unterteilt in mono- und dizygote Zwillinge

In der halblogarithmischen Darstellung (siehe Abbildung 6) kann man nach dem initialen

Konzentrationsanstieg einen diskreten biphasischen Konzentrationsabfall erkennen.

Monozygote Zwillinge Dizygote Zwillinge
100 5 100 5
2 ] E: ]
g 107 g 107
= ] = ]
2 ] 8 ]
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S g i
g 13 g 17
] | o |
M ] M ]
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Zeit in Minuten Zeit in Minuten

Abbildung 6 Halblogarithmische Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven von Torasemid nach oraler
Applikation
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Wenn man in Gedanken eine Gerade durch alle abfallenden Konzentrationswerte legt, sieht man initial
einen etwas starkeren Abfall als gegen Ende. Eine Interpretation kdnnte sein, dass in den ersten etwa

100 Minuten neben der Elimination auch noch die Verteilung des Medikamentes im Kdorper stattfindet.

Zur weiteren Analyse der Pharmakokinetik von Torasemid wurden zusammenfassend
pharmakokinetische Parameter und KenngréfRen mittels nicht-parametrischer Analyse bestimmt. Die
Daten der gesamten Studienpopulation getrennt nach mono- und dizygot fur Torasemid nach oraler
Gabe sind in Tabelle 21 dargestellt. Im statistischen Vergleich der Parameter zwischen den Gruppen
der monozygoten und dizygoten Zwillinge fanden sich keine signifikanten Unterschiede (Mann-
Whitney-U-Test).

Tabelle 21 Analyse der pharmakokinetischen Parameter nach oraler Torasemidapplikation

Monozygote Zwillinge

Parameter [Einheit] Median 25 % 75%  Bereich E/I\j;i;tlizir;\)
Crax [Hg/l] 33 29 41 21-58 2,8
tmax [Min] 60 31 61 29-89 31
AUCi [mg*min/l] 4,3 35 53 2,6-9,1 35
Cl [I/min] 0,058 0,048 0,072  0,027-0,095 3,5
MRT [min] 145 133 163 110-214 19
V. [l 95 8,2 119  52-16,2 3,1
t 3 Lambdaz [MiN] 116 104 129 79-153 1,9
Dizygote Zwillinge
Parameter [Einheit] Median 25 % 75%  Bereich E/I\ilz’ai;/tliz&)
Crmax [Ha/l] 32 27 40 21-67 3,2
tmax [Min] 46 30 61 28-63 2,3
AUCins [mg*min/l] 3,7 3,4 5,2 2,7-8,7 3,2
Cl [I/min] 0,067 0,048 0,073  0,029-0,091 31
MRT [min] 147 132 173 107-188 1,8
V. [l 99 8,9 116  6,4-154 2,4
t 4 Lambdaz [Min] 113 108 117 98-154 1,6
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3.3.2 Pharmakokinetik von Torasemid nach intravenéser Applikation

Die graphische Darstellung von Torasemid nach intravendser Applikation unterteilt nach mono- und
dizygoten Zwillingen nur der Studienteilnehmer der Studienperiode I, die auch an der Studienperiode
Il mit der oralen Dosierung teilnahmen, ist in Abbildung 7 dargestellt. Einige Daten der hier
prasentierten insgesamt 74 Probanden wurden in der Doktorarbeit von J. Matthaei dargestellt
(Matthaei 2014). Darlber hinaus wurden Ergebnisse der intravendsen Torasemidapplikation in dem
Paper ,,Heritability of metoprolol and torsemide pharmacokinetics® verdffentlicht (Matthaei et al.
2015). Einige dieser Daten wurden der Vollstandigkeit halber in die Auswertung mit einbezogen. Es
wurden in dieser Arbeit jedoch nur die Probanden betrachtet, die die intravendse und orale Dosierung
erhalten haben.

Die Konzentrations-Zeit-Kurven zwischen den beiden Gruppen und untereinander gestalten sich sehr
ahnlich, wie in der Abbildung 7 nachzuvollziehen ist.

Monozygote Zwillinge Dizygote Zwillinge
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Abbildung 7 Konzentrations-Zeit-Kurven von Torasemid intravends

Beriicksichtigung der Studienpopulation der Studienperiode |, die auch an Studienperiode Il mit oraler Dosierung teilnahmen (n = 74);
Betrachtung aller drei Studienphasen, unterteilt in mono- und dizygote Zwillinge.

51



Ergebnisse

3.3.3 Erblichkeit fiir die Variabilitat in der Pharmakokinetik von Torasemid

3.3.3.1 Erblichkeitsberechnung nach Falconer und Vesell

Um Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und Vesell anstellen zu kdnnen, werden die
Korrelationen der pharmakokinetischen Parameter zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen
benétigt. Die dazugehdrigen Korrelationsgraphen nach oraler Torasemidapplikation sind in Abbildung
8 graphisch dargestellt. Dabei wurden jeweils die arithmetischen Mittelwerte der Parameter Crax, tmax,
AUCiy, Cl, MRT, V; und ty rambda > €ines Zwillingpaares miteinander korreliert. Fir eine hohe
Korrelation spricht die Anordnung der Punkte auf einer anndhernden Geraden. Liegen die Punkte
geh&uft in der Mitte oder sind gleichmé&Big im Raum verteilt, so spricht dies gegen eine hohe
Korrelation.

Fir die orale Gabe von Torasemid lieRen sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen
monozygoten und dizygoten Zwillingen nachvollziehen. Eine augenscheinlich hohe Korrelation
wiesen am ehesten AUCix sowie Cl auf. Die Haufung der tma-Werte bei bestimmten Werten hat
methodische Griinde, da nur zu bestimmten Zeitabstdnden Blutproben entnommen wurden, sodass

eine augenscheinlich niedrige Korrelation von tma imponiert.

Monozygote Zwillinge Dizygote Zwillinge
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Abbildung 8 Korrelationsgraphen ausgewahlter pharmakokinetischer Parameter nach oraler
Torasemidapplikation
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Im Weiteren konnte die Bestimmung der Pearson-Korrelationskoeffizienten unter den Geschwistern
erfolgen, um dann wiederum die Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und Vesell durchfiihren zu
kénnen (Tabelle 22).

Tabelle 22 Korrelationen ausgewahlter pharmakokinetischer Parameter nach Torasemidapplikation

Pearson-
Korrelations- ...nach oraler Dosierung ...nach intravendéser Dosierung
koeffizient
Parameter  rwz ol I'DZ oral I'MZ intravenos I'DZ intravenss
(95%-K1) (95%-KI) (95%-KI) (95%-K)
Cmax 0,57 0,57 0,17 0,68
(0,25-0,77) (-0,23-0,91) (-0,21-0,51) (-0,04-0,94)
tmax 0,28 0,10 0,07 0,90
(-0,1-0,59) (-0,65-0,75) (-0,30-0,43) (0,54-0,98)
AUCi»¢ 0,82 0,61 0,84 0,86
(0,65-0,91) (-0,17-0,92) (0,68-0,92) (0,41-0,97)
Cl 0,82 0,67 0,87 0,91
(0,66-0,91) (-0,06-0,93) (0,73-0,94) (0,57-0,98)
MRT 0,53 0,52 0,85 0,65
(0,21-0,75) (-0,29-0,90) (0,71-0,93) (-0,10-0,93)
V, 0,69 0,58 0,77 0,38
(0,43-0,84) (-0,21-0,91) (0,57-0,89) (-0,45-0,85)
twLambdaz 0,51 0,23 0,77 0,60
(0,17-0,74) (-0,56-0,81) (0,57-0,89) (-0,18-0,92)

Intravendse Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch orale Dosierung erhielten;

r = Pearson-Korrelationskoeffizient, Angabe des 95%-Konfidenzintervalls in Klammern (95%-KI )

In der Tabelle 22 ist der Pearson-Korrelationskoeffizient sowohl fiir monozygote Zwillinge (rmz ) als
auch fir dizygote Zwillinge (roz) der pharmakokinetischen Parameter von Torasemid aufgefiihrt. Zum
direkten Vergleich zwischen oraler und intravendser Applikation wurden hier nur die Daten der

Probanden nach intravendser Dosierung betrachtet, die auch die orale Dosierung erhalten haben.

Bei Betrachtung der monozygoten Zwillingen zeigten sich fiir den Parameter AUCix nach oraler

Dosierung (rvmz ora = 0,82) sowie nach intravenoser Dosierung (fmz inravenss = 0,84) ahnlich hohe
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Pearson-Korrelationskoeffizienten. Bei Betrachtung der dizygoten Zwillinge fiel eine niedrigere
Korrelation nach oraler Dosierung (roz orat = 0,61) als nach intravendser Dosierung (roz intravenss = 0,86)
auf. Ahnliche Werte lieRen sich auch fiir den Parameter Cl finden. Auffallig war, dass nach oraler
Dosierung fiir die beiden Parameter AUCixx und Cl hohere Korrelationen bei den monozygoten
Zwillingen bestanden als bei den dizygoten Zwillingen. Im Vergleich dazu zeigten sich nach
intravenoser Dosierung fur die AUCin sowie fur die Cl hohere Korrelationen der dizygoten gegentber

der monozygoten Zwillingspaare, was am ehesten durch die kleine Fallzahl bedingt war.
Auf  Grundlage der nun bestimmten Pearson-Korrelationskoeffizienten  liefen  sich

Erblichkeitsberechungen nach Falconer und Vesell durchfiihren. Diese sind in Tabelle 23

unterschieden nach oraler und intravendser Dosierung angegeben.

Tabelle 23 Erblichkeitsherechnungen nach Falconer und Vesell nach Torasemidapplikation

Erblichkeits- ...nach oraler Dosierung ...nach intravenoser Dosierung
berechnungen  p4jconer Vesell Falconer Vesell
Parameter H? (F) ora = H? (V) oral = H? (F) intravenss= H? (V) intravenss=

2*(rMz-rDz) (rMZ-rDZ) / (1-rDz) 2*(rMZ-rDZ) (rMz-rDZ) / (1-rDz)

Crmax 0 0 <0 <0
Tmax 0,36 0,2 <0 <0
AUCin¢ 0,42 0,54 <0 <0
Cl 0,30 0,45 <0 <0
MRT 0,02 0,02 0,4 0,57
V, 0,22 0,26 0,78 0,63
t 3% Lambdaz 0,56 0,36 0,34 0,43

Fir den Parameter AUCin nach oraler Applikation zeigte sich fur die geschatzte Erblichkeit nach
Falconer ein Wert von 0,42 und fir die geschétzte Erblichkeit nach Vesell ein Wert von 0,54. Nach
intravenoser Dosierung konnte fur die Parameter AUCiy und Cl keine Erblichkeit berechnet werden,
da es aufgrund der geringen Fallzahl zu einer ungenaueren Schdtzung des Pearson-

Korrelationskoeffizienten kam.
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3.3.3.2 Erblichkeitsberechnung mittels Strukturgleichungsmodellanalyse

Mittels Strukturgleichungsmodellanalyse wurden Erblichkeitsberechnungen fiir den primaren
Parameter AUCiy nach oraler Applikation von Torasemid durchgefihrt. Das Modell mit dem Kkleinsten
AIC-Wert (akaike information criterion) und dem gréften p-Wert wurde als das am besten geeignete
Modell gewdhlt (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24 Strukturgleichungsmodellanalyse der Erblichkeit der AUCins nach oraler Torasemiddosierung

Modell A C D E
AE 0,817 - - 0,183
CE - 0,726 - 0,274
ACE 0,754 0,063 - 0,183
ADE 0,817 - 0,000 0,183
Modell AlC p-Wert

AE 1256,4 0,62

CE 1261,5 0,28

ACE 1258,4 0,55

ADE 1258,4 0,55

Es wurde das Modell gewahlt, welches den hdchsten p-Wert im Vergleich zum saturierten Modell und den kleinsten AIC aufwies; als beste
Anpassung erwies sich hier das AE-Modell (fett markiert)

Bei Betrachtung des Parameters AUCis nach oraler Applikation stellte sich das Modell AE mit den
latenten Variablen A (additive genetische Faktoren) und E (individuelle Umweltfaktoren) als das am
besten geeignete dar. Es wies den kleinsten AIC-Wert sowie den grofiten p-Wert im Vergleich aller
Modelle auf. Die Variation der AUCi nach oraler Torasemidgabe l&sst sich danach zu 81,7 Prozent
durch additive genetische Einflisse und zu 18,3 Prozent durch individuelle Umwelteinfliisse erklaren
(siehe Tabelle 24).

3.4 Absolute orale Bioverfiigbarkeit (F) von Torasemid

Mithilfe der Mediane von AUCya und AUCi, konnte die absolute orale Bioverflgbarkeit (F) fur

Torasemid berechnet werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 25 zusammengefasst.
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Tabelle 25 Analyse von F fiir Torasemid

. . Variation
0, 0,
Median 25 % 75 % Bereich (Max/Min)
Monozygote Zwillinge

Orale AUCins[mg*min/l] 4,3 35 53 2,6-9,1 3,5

Intravenose AUCir o 50,0 70,8 353-1159 3,3
[mg*min/I]*

IntravenoseAUCirifllo 5.9 5.0 71 35116 33
[mg*min/l]
F

73,8 66,3 79,1 51,1-91,6 1,8
[Prozent]

Dizygote Zwillinge

Orale AUCint[mg*min/l] 3,7 34 52 2,7-8,7 3,2

Intravenose AUCr o | 47,2 665  32,8-83.4 25
[mg*min/I]*

IntravenoseAUCirifllo 56 47 6.6 3383 25
[mg*min/l]
F

72,4 66,1 83,1 60,8-100 1,6
[Prozent]

F in Prozent (fett markiert);

L intravendse AUC nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen

Es ist zu beachten, dass die intravendse Torasemidapplikation mit einer zehnfach héheren Dosis als
bei der oralen Torasemidapplikation erfolgte. Die Berechnung der absoluten oralen Bioverfugbarkeit
(F) wurde mittels der Formel F = (AUCoa / AUCiy) * (Div / Dorat) durchgefiihrt. Im statistischen
Vergleich mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden untersuchten Gruppen. Aus der Tabelle 25 l&sst sich kein signifikanter Unterschied von F fir
Torasemid zwischen den monozygoten und dizygoten Zwillingen zeigen. Das Mal} der Variation

zeigte sich gering ausgepragt und wies bei beiden betrachteten Gruppen ahnliche Werte auf.

Die Haufigkeitsverteilungen von F sind in den folgenden Histogrammen (Abbildung 9) unterschieden

nach monozygoten und dizygoten Zwillingen dargestellt.
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Abbildung 9 Haufigkeitsverteilungen von F nach Torasemidapplikation

Im Histogramm (Abbildung 9) liegt der groRte Anteil der monozygoten Zwillinge von F zwischen 70
und 75 Prozent. Bei den dizygoten Zwillingen liegen die H&aufigkeiten von F augenscheinlich etwas
niedriger zwischen 60 und 70 Prozent. Die graphische Darstellung der Haufigkeitsverteilungen von F
kann anhand Tabelle 25 reproduziert werden.

Zur Detektion moglicher Einfliisse durch bekannte erbliche Varianten im OATP1B1- und CYP2C9-
Polymorphismus auf die Erblichkeit von F fir Torasemid erfolgte die Zuordnung der Haufigkeiten
von F zu den einzelnen Genvarianten wie in Tabelle 26 dargestellt. Der erhéhte Wert von F im
CYP2C9-Polymorphismus *2/*3 resultiert mit groler Wahrscheinlichkeit aufgrund der geringen
Fallzahl, da nur ein Proband in der gesamten Studie mit dieser Genvariante detektiert wurde. Dartber

hinaus konnten keine weiteren relevanten Unterschiede dokumentiert werden.
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Tabelle 26 F von Torasemid, unterteilt nach Genvarianten

Genvariante F Anzahl Phanotyp-
[in Prozent]* (gesamt) Frequenz
(gesamt)
*1/*1 73,0 41 55,4 %
*1/*2 74,4 19 25,7 %
CYP2C9 *1/*3 73,8 9 12,1 %
*2/*2 74,0 4 5,4 %
*2/*3 93,0 1 1,4 %
Vall74Val 73,8 53 71,6 %
Vall74Ala 73,4 17 23,0%
Alal74Ala 75,5 4 5,4 %
OATP1B1
Asn130Asn 73,6 21 28,4 %
Asn130Asp 74,4 36 48,6 %
Aspl30Asp 72,8 17 23,0%

*Angabe des arithmetischen Mittelwerts

3.4.1 Erblichkeitsberechnung von F nach Falconer und Vesell

In Abbildung 10 werden die Korrelationsgraphen von F fir Torasemid présentiert, in denen

augenscheinlich eine geringe Korrelation der monozygoten und dizygoten Zwillinge untereinander

imponiert.
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Abbildung 10 Korrelationsgraphen von F fiir Torasemid

Die in Tabelle 27 dargestellten Pearson-Korrelationskoeffizienten zeigten ebenfalls eine geringe
Korrelation. Aus den daraus resultierenden Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und Vesell
konnte keine Erblichkeit in der Variabilitit von F fir Torasemid berechnet werden, da der
Korrelationskoeffizient bei den dizygoten Zwillingen hoher als bei den monozygoten war, was

wahrscheinlich aufgrund der kleinen Fallzahl bedingt war.

Tabelle 27 Korrelationen von F fiir Torasemid

Erblichkeitsberechnungen nach

Pearson-
Korrelationskoeffizient Falconer Vesell
vz oz H? (F) = H? (V) =
Parameter
(95%-K1) (95%-K1) 2*(rMZ-rDZ2) (rMZ-rDZ) / (1-rDz)
F 0,41 0,45 <0 <0
(0,05-0,67) (-0,37-0,88)

Angabe des 95%-Konfidenzintervalls in Klammern (95%-KI)

3.4.2 Erblichkeitsberechnung von F mittels Strukturgleichungsmodellanalyse

Bei der Berechnung der Erblichkeit von F fiir Torasemid stellte sich das CE-Modell mit dem
geringsten AIC-Wert sowie mit dem héchsten p-Wert als das am besten geeignete dar (siehe Tabelle

28). Daraus wird deutlich, dass die Variabilitdten von F zu 36 Prozent durch gemeinsam erlebte
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Umweltfaktoren (C) und zu 64 Prozent durch individuell spezifische Umweltfaktoren (E) bedingt sind.
Genetische Einflisse spielten wiederum eine untergeordnete Rolle. Auch wenn man nach dem recht
ahnlichen Wert des AIC Kriteriums (551,7 gegenlber 552,3) das AE-Modell hier nicht ganz
ausschlieflen mochte, bleibt dennoch bei dem AE-Modell nur 38 Prozent der Variabilitdt von F erblich

erklart.

Tabelle 28 Strukturgleichungsmodellanalyse der Erblichkeit von F fiir Torasemid

Modell A C D E
AE 0,38 - - 0,62
CE - 0,36 - 0,64
ACE 1 0 - 0
ADE 0,38 - 0 0,62
Modell AlC p-Wert

AE 552,3 0,61

CE 551,7 0,66

ACE 1121 <272*107

ADE 554,3 0,54

Es wurde das Modell gewdahlt, welches den héchsten p-Wert und den kleinsten AIC aufweist; als beste Anpassung erwies sich hier das CE-
Modell (fett markiert)

3.5 Beriicksichtigung der bekannten Genvarianten von OATP1B1 und
CYP2C9

Fir die Variabilitdit des OATP1B1-Transporters wurden bei den Probanden dieser Studie die
Genvarianten analysiert, die einen Einfluss auf die Aktivitdt des Transporters ausuben. Fir das
Vorliegen eines homozygoten Tragers von Alanin im Vall74Ala-Polymorphismus ist eine
verminderte Aktivitat bekannt. Fir die Variabilitdt des CYP2C9-Enzyms erfolgte bei den Probanden
ebenfalls die Analyse der Varianten, die einen Einfluss auf die Aktivitdt ausiiben. Hier ist bei

Vorliegen der Genvariante CYP2C9*3 eine verminderte Aktivitat bekannt.

Mittels multipler Regressionsanalyse konnte bestimmt werden, inwiefern der primére Parameter
AUCiy nach oraler Torasemidapplikation abhangig von den bekannten genetischen Varianten von
OATP1B1 und CYP2C9 ist und inwiefern der Parameter durch &ufRere Faktoren wie Geschlecht und
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Gewicht der Probanden beeinflusst wird. Hierbei konnte, wie in Tabelle 29 dargestellt, fir die
Genvariante CYP2C9*3 und die Anzahl der Val174-Allele im Genpolymorphismus von OATP1BL1 ein

signifikanter Einfluss gezeigt werden.

Tabelle 29 Multiple Regressionsanalyse méglicher Einflussfaktoren auf die AUCin nach oraler Torasemidgabe

Modell R R-Quadrat
Abhangige Variable: AUCn° 0,721 0,520
Unabhéngige Regressionskoeffizient Standardfehler p-Wert  Anteil von R-
Einflussparameter Quadrat
Anzahl von CYP2C9*3- 1003 346,4 0,005 0,059

Allelen

Anzahl von OATP1B1- -1537 198,4 <0,001 0,417
Vall74-Allelen

Geschlecht -262,8 280,8 0,352 nicht signifikant
Gewicht (kg) -43,61 12,28 <0,001 0,088

Wie viel der Variation der abhdngigen Variablen durch die Einflussvariablen erklart werden kann,
wird durch den Anteil von R-Quadrat beschrieben (in Tabelle 29 fett markiert). Demnach wird
deutlich, dass sich die AUCinnach oraler Torasemidapplikation signifikant durch die Genaktivitat von
CYP2C9*3 (5,9 Prozent) und durch die Anzahl der Vall174-Allele im OATP1B1-Gen (41,7 Prozent)
beeinflussen lasst. Zudem konnte ein signifikanter Einfluss des Kdrpergewichts der Probanden (8,8

Prozent) gezeigt werden. Weitere Einflussfaktoren waren nicht signifikant.

Unter Verwendung der AUCiys nach oraler und intravendser Torasemiddosierung war es moglich, die
absolute orale Bioverfligbarkeit (F) zu berechnen. Inwiefern F abhdngig von den bekannten
genetischen Varianten des Transporters OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9 ist und daruiber hinaus
durch weitere Faktoren wie Geschlecht und Gewicht beeinflusst wird, wurde ebenfalls mittels

multipler Regressionsanalyse berechnet (Tabelle 30).

Wie in Tabelle 30 ersichtlich, konnte kein signifikanter Einfluss auf F nachgewiesen werden.
Insbesondere ergab sich keine Signifikanz fur den Einfluss von bekannten Genvarianten im

OATP1B1-Polymorphismus sowie in den CYP2C9-Genvarianten. Das konnte bedeuten, dass diese
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Gene bzw. die davon kodierten Enzyme und Transportproteine keinen nennenswerten Einfluss beim
First-Pass-Effekt (Metabolismus und Transport bei der ersten Passage durch Darmwand und Leber)
haben. Das wiederum passt zu dem Ergebnis, dass insgesamt die Bioverfuigbarkeit von Torasemid

recht hoch ist.

Tabelle 30 Multiple Regressionsanalyse moéglicher Einflussfaktoren auf F von Torasemid

Modell R R-Quadrat
Abhangige Variable: F 0,201 0,0403
Unabhéngige Regressionskoeffizient Standardfehler p-Wert  Anteil von R-
Einflussparameter Quadrat
Anzahl von CYP2C9*3- 6,046 5,398 0,267 nicht signifikant
Allelen

Anzahl von OATP1B1- -0,718 2,084 0,731 nicht signifikant
Vall74-Allelen

Alter (Jahre) -0,184 0,184 0,319 nicht signifikant
Geschlecht -1,775 3,080 0,566 nicht signifikant
Grole (cm) -0,0215 0,0293 0,466 nicht signifikant
Gewicht (kg) -0,0294 0,138 0,832 nicht signifikant

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zu Torasemid

Die untersuchte Prufsubstanz Torasemid wird Uber den OATP1B1-Transporter in die Leberzellen
aufgenommen, um anschlieend dort katalysiert Uber das Enzym CYP2C9 verstoffwechselt zu
werden. Die ermittelten Erblichkeitsberechnungen der pharmakokinetischen Parameter von Torasemid
kdnnen somit Informationen ber die Erblichkeit der Aktivitaten des Transporters OATP1B1 sowie

des Enzyms CYP2C9 wiedergeben.

Fir die quantitative Einschatzung der Erblichkeit der Aktivitdt des Transporters OATP1B1 sowie des

Enzyms CYP2C9 werden fur die AUCiqs die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.

Fir die orale Dosierung ergab sich nach der Berechnung von Falconer ein Wert von 0,42 (entspricht

42 Prozent Erblichkeit), nach der Berechnung von Vesell ergab sich ein Wert von 0,54 (entspricht 54
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Prozent Erblichkeit). Im Vergleich dazu konnte nach intravendser Dosierung nur der
Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen, keine Erblichkeit
berechnet werden. Dies ist jedoch hdchstwahrscheinlich aufgrund der kleinen Fallzahl bedingt, was zu

Ungenauigkeit der Schétzung der Regressionskoeffizienten fuhrt.

In der Strukturgleichungsmodellierung erklarten sich 81,7 Prozent der Variation der AUCiyx hach
oraler Verabreichung durch genetische Effekte. Mittels multipler Regressionsanalyse kénnen bereits
bekannte Genvarianten des Transporters OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9 die Variabilitat der
AUC;iy nach oraler Torasemidapplikation zu 5,9 Prozent durch die Genaktivitat von CYP2C9*3 und zu
41,7 Prozent durch die Anzahl der Vall174-Allele im OATP1B1-Gen bedingen. Damit ist zumindest
ein relativ grofRer Anteil der erblichen Variation in der Pharmakokinetik von Torasemid durch die

bereits bekannten angeborenen Polymorphismen in OATP1B1 und CYP2C9 erklart.

In der Abbildung 11 werden diese Ergebnisse nochmal veranschaulichend zusammengefasst.
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bekannter
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OATP1B1 und
CYP2C9
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% Anteil der Variation, der durch OATP1B1 erklarbar ist
O Anteil der Variation, der durch Umweltfaktoren erklarbar ist

m Anteil der Variaton, der durch erbliche Faktoren erklarbar ist

Abbildung 11 Zusammenfassende Darstellung der Erblichkeit der Aktivitdt von OATP1B1 und CYP2C9

Verwendet wurden die Ergebnisse der Erblichkeitsberechnungen der Variation der AUC;y sowie die Ergebnisse der multiplen
Regressionsanalyse des Einflusses der Genaktivitdt von CYP2C9*3 und der Anzahl der Vall174-Allele im OATP1B1-Gen auf die AUCix
nach oraler Torasemiddosierung.

Fir die Variabilitdt von F lieBen sich in den hier durchgefiihrten Berechnungen keine Hinweise auf

Erblichkeit finden. Die Berechnungen nach Falconer und nach Vesell zeigten sogar einen Wert < 0,
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was aber nur durch die Ungenauigkeit der Schétzung der Regressionskoeffizienten bei geringer
Fallzahl erklart werden konnte. In der Strukturmodellanalyse konnten genetischen Einfliisse ebenfalls
nicht eindeutig identifiziert werden. Einflisse von bereits bekannten Genvarianten des Transporters
OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9 zeigten mittels multipler Regressionsanalyse fur die orale

Bioverfugbarkeit keine signifikanten Ergebnisse. In Abbildung 12 wird dies veranschaulicht.

m Gemeinsam erlebte Umweltfaktoren

Individuell spezifische Umweltfaktoren

Abbildung 12 Einflisse auf F von Torasemid

Verwendet wurden die Ergebnisse der Strukturgleichungsmodellanalyse

3.7 Variabilitat der Pharmakokinetik von Hydroxytorasemid

Die Auswertung der pharmakokinetischen Parameter des Metaboliten Hydroxytorasemid erfolgte

mittels nicht-parametrischer Analyse unterschieden zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen.

3.7.1 Pharmakokinetik von Hydroxytorasemid nach oraler Applikation

Fir den primaren Parameter AUCins des Metaboliten Hydroxytorasemid nach oraler Applikation ergab
sich ein Median von 0,21 mg*min/l fur die monozygoten Zwillinge sowie ein Median von 0,17
mg*min/l fir die dizygoten Zwillinge. Im Vergleich zur Ausgangssubstanz Torasemid liel} sich eine

groRere Streuung der Variation der pharmakokinetischen Parameter feststellen (siehe Tabelle 31).

Mittels Mann-Whitney-U-Test ergaben sich fir die Parameter Cmax Sowie AUCiy statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den monozygoten und dizygoten Zwillingen. Die weiteren

Parameter wiesen jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede auf.
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Tabelle 31 Analyse der pharmakokinetischen Parameter von Hydroxytorasemid nach oraler Applikation

Monozygote Zwillinge

Parameter [Einheit] Median 25 % 75%  Bereich z/l\’;ll;iztliza)
Crax[Mg/l] 1,9 15 2,4 0,7-4,1 5,9
tmax [min] 59,5 31 61 29-89 31
AUCi [mg*min/l] 0,21 0,18 0,25 0,08-0,43 54
t 14 Lambdaz [MiN] 88 76 103 50-414 8,3
Dizygote Zwillinge
Parameter [Einheit] Median 25%  75%  Bereich Variation
(Max/Min)
Cmax [0/l 1,5 1,3 1,9 0,8-3,9 4,9
tmax [Min] 60 31 62 28-90 3,2
AUCi¢[mg*min/l] 0,17 0,14 0,22  0,08-0,33 4,1
t 1 Lambdaz [Min] 83 53 96 37-139 38

3.7.2 Erblichkeit fiir die Variabilitat in der Pharmakokinetik von
Hydroxytorasemid

Fur den Parameter AUCix¢ lieRen sich nach oraler sowie intraventser Applikation fur den Metaboliten
Hydroxytorasemid vergleichend zur Muttersubstanz Torasemid ebenfalls insgesamt hohe
Korrelationen finden. Auch hier wurden nur die Studienteilnehmer nach intravendser Dosierung in die

Auswertung einbezogen, die auch an der oralen Dosierung teilnahmen (siehe Tabelle 32).

Nach oraler Dosierung waren allgemein die Korrelationen bei den dizygoten hoher als bei den
monozygoten Zwillingen. Die Korrelationen der AUCiy nach intravenoser Applikation zeigten sich
bei den monozygoten Zwillingen hoher als bei den dizygoten Zwillingen. In den
Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und Vesell zeigte sich fur den Parameter AUCins nach oraler

Applikation im Vergleich zur intraventsen Applikation keine Erblichkeit (siehe Tabelle 32).
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Tabelle 32 Korrelationen des Metaboliten Hydroxytorasemid nach Torasemidapplikation

Pearson-
Korrelations-  ...nach oraler Dosierung ...nach intravenoser Dosierung
koeffizient
Parameter  rwzoral I'DZ oral I'MZ intravenos I'DZ intravenos
(95%-KI) (95%-Kl) (95%-KIl) (95%-Kl)
Cmax 0,72 0,93 0,92 0,50
(0,48-0,86) (0,67-0,99) (0,84-0,96) (-0,31-0,89)
tmax 0,15 0,53 0,67 0,87
(-0,23-0,49) (-0,28-0,9) (0,41-0,83) (0,43-0,98)
AUCiy¢ 0,78 0,89 0,89 0,50
(0,57-0,89) (0,49-0,98) (0,78-0,95) (-0,32-0,89)
tyLambdaz -0,07 0,65 0,47 0,69
(-0,43-0,30) (-0,1-0,93) (0,12-0,71) (-0,02-0,94)
Erblichkeits- ...nach oraler Dosierung ...nach intravenéser Dosierung
berechnungen  Fajconer Vesell Falconer Vesell
Parameter H? (F) oral = H? (V) oral = H? (F) inravenss=  H? (V) intravens=
2*(rMZz-rD2) (rMz-rDZ) / (1-rDz) 2*(rMZ-rD2) (rMz-rDZ) / (1-rDz)
Cmax <0 <0 0,84 0,84
tmax <0 <0 <0 <0
AUCirr <0 <0 0,78 0,78
twrambdaz <0 <0 <0 <0

Intravendse Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen

Angabe des 95%-Konfidenzintervalls in Klammern (95%-KI)

In der Strukturgleichungsmodellierung erwies sich das CE-Modell (p-Wert > 0,05; kleinster AIC) flr
den Parameter AUCi,s von Hydroxytorasemid nach oraler Applikation als am besten geeignet (C=0,80;
E=0,20), was ebenfalls auf fehlende Erblichkeit hinweist.
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3.8 Variabilitat von CYP3A4 gemessen mit Midazolam als In-vivo-
Indikatorsubstanz

In diesem Kapitel werden entsprechend zu den Ausfiihrungen des Kapitels 3.3 ,,Variabilitat von
OATP1B1 und CYP2C9 gemessen mit Torasemid als In-vivo-Indikatorsubstanz* die Ergebnisse und
Analysen zur Erblichkeit des Enzyms CYP3A4 vorgestellt. Auf eine wiederholende detaillierte
Ausflhrung einiger bereits erlduterter Aspekte wird verzichtet.

3.8.1 Pharmakokinetik von Midazolam nach oraler Applikation

Die Konzentrations-Zeit-Kurven der mono- und dizygoten Zwillinge nach oraler Dosierung von
Midazolam sind in Abbildung 13 dargestellt. Es fallt auf, dass die maximal erreichten
Plasmakonzentrationen bei den dizygoten Zwillingen niedriger als bei den monozygoten waren
(Median der Cmax monozygor= 4,88 pg/l; Median der Cmax dizygor= 3,35 Hg/l); dies kann aber teilweise
einfach mit der geringeren Zahl dizygoter Zwillinge zusammenhéngen, sodass durch Zufall einfach in

der kleineren Gruppe weniger Probanden mit hohen Konzentrationswerten waren.
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Abbildung 13 Lineare Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven von Midazolam nach oraler Applikation

Berticksichtigung aller Studienteilnehmer der Studienperiode Il (n = 72), unterteilt in mono- und dizygote Zwillinge

In der halblogarithmischen Darstellung (Abbildung 14) zeigt sich dhnlich zur Priifsubstanz Torasemid
ein biphasischer Konzentrationsabfall, der jedoch nur schwach ausgepragt ist. Initial stellt sich ein

etwas steilerer Abfall der Geraden als gegen Ende dar. Dies ist am ehesten dadurch bedingt, dass
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neben der Medikamenten-Elimination auch die Medikamenten-Verteilung im K&rper in den ersten ca.

200 Minuten eine Rolle spielen und von daher den anfanglichen etwas steileren Abfall der Gerade
bedingen.
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Abbildung 14 Halblogarithmische Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven von Midazolam nach oraler
Applikation

Die nicht-parametrische Analyse einiger pharmakokinetischer Parameter und KenngréRen getrennt

nach monozygoten und dizygoten Zwillingen fur Midazolam nach oraler Gabe ist in Tabelle 33
dargestellt.

Im statistischen Vergleich der Parameter mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests zeigten sich zwischen
den Gruppen der monozygoten und dizygoten Zwillinge bis auf den Parameter t v, |ambda z Signifikante

Unterschiede. Anzumerken dabei ist, dass die untersuchte Stichprobe der dizygoten Zwillinge mit
n=14 verhaltnismaRig klein ist.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass ein Zwillingspaar der Studienperiode Il keine orale

Verabreichung von Midazolam aufgrund einer Allergie gegen Benzoesdure, welches ein Inhaltsstoff
des oralen Arzneimittels ist, erhalten hat.
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Tabelle 33 Analyse der pharmakokinetischen Parameter nach oraler Midazolamapplikation

Monozygote Zwillinge

Parameter [Einheit] Median 25 % 75%  Bereich z/l\’;ll;iztliza)
Crax [Hg/l] 4,88 3,74 6,25  1,55-10,55 6,8
tmax [Min] 30,5 30,0 31,3 29,0-90,0 31
AUCiy [mg*min/l] 0,62 0,48 0,82 0,31-1,31 4,2
Cl [I/min] 1,60 1,22 2,10 0,77-3,26 4,2
MRT [min] 177 153 196 114-423 3,7
V. [I] 320 248 473 174-833 4.8
t 4 Lambdaz [Min] 143 123 169 82-429 5,2
Dizygote Zwillinge
Parameter [Einheit] Median 25%  75%  Bereich Variation
(Max/Min)
Crmax [H0/1] 3,35 2,75 4,87 2,03-5,80 2,9
tmax [Min] 30,0 30,0 40,8 28,0-62,0 2,2
AUCiq¢ [mg*min/l] 0,49 0,37 0,60  0,32-1,01 3,2
Cl [I/min] 2,04 1,66 2,73 1,00-3,10 3,1
MRT [min] 208 162 239 148-304 2,1
V. [l] 519 329 676 251-1057 4,2
t 34 Lambdaz [Min] 193 115 234 106-257 2,4

3.8.2 Pharmakokinetik von Midazolam nach intravenoser Applikation

Die graphische Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven von Midazolam nach intravendser
Applikation nur der Studienteilnehmer der Studienperiode I, die auch an der Studienperiode 11 mit der
oralen Dosierung teilnahmen, wurde in Abbildung 15 dargestellt. Einige Daten der hier présentierten
insgesamt 74 Probanden wurden bereits in der Doktorarbeit von Jakob Strube vorgestellt (Strube
2015). In dieser Arbeit wurden jedoch nur die Studienteilnehmer betrachtet, die an der oralen und

intravendsen Dosierung teilnahmen. Um einen Uberblick tber die Daten aller an der Studie
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teilgenommenen Zwillinge zu bekommen, wurden einige dieser Daten in die folgenden Berechnungen

miteinbezogen. Es erfolgte die Unterteilung in mono- und dizygote Studienteilnehmer.
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Abbildung 15 Konzentrations-Zeit-Kurven von Midazolam intravends

Berticksichtigung der Studienpopulation der Studienperiode I, die auch an Studienperiode Il mit oraler Dosierung teilnahmen (n = 74);
Betrachtung aller drei Studienphasen, unterteilt in mono- und dizygote Zwillinge

3.8.3 Erblichkeit fiir die Variabilitat in der Pharmakokinetik von Midazolam

3.8.3.1 Erblichkeitsberechnung nach Falconer und Vesell

Zur Berechnung der Erblichkeit nach Falconer und Vesell wurden zunédchst die Korrelationen sowie
die Korrelationsgraphen der pharmakokinetischen Parameter nach oraler Midazolamdosierung
zwischen den monozygoten und dizygoten Zwillingen ermittelt. Die Korrelationsgraphen sind in
Abbildung 16 graphisch dargestellt. Dabei erfolgte jeweils die Korrelation der arithmetischen
Mittelwerte von Cax, tmax, AUCinr, Cl, MRT, V; und t % Lamnda - €ines Zwillingpaares untereinander.
Auch hier wird &hnlich wie bei Torasemid die Haufung der tma-Werte bei bestimmten Werten
methodische Griinde haben, da wahrend der Studie nur zu bestimmten Zeitabstdnden Blutproben
entnommen wurden.
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Abbildung 16 Korrelationsgraphen ausgewahlter pharmakokinetischer Parameter nach oraler
Midazolamapplikation

Im Weiteren folgen die Pearson-Korrelationskoeffizienten unter den Geschwistern, die in der Tabelle
34 unterteilt nach monozygoten Zwillingen (ruz ) und dizygoten Zwillingen (rpoz) dargestellt sind.
Hierbei wurden analog der Ergebnisse zu Torasemid nur die Daten der Studienteilnehmer nach

intravendser Dosierung betrachtet, die auch die orale Dosierung erhalten haben.

Bei Betrachtung der monozygoten Zwillingen konnten fir den Parameter AUCix nach oraler
Dosierung (rmz ot = 0,66) sowie nach intravendser Dosierung (rvz inravenss = 0,66) gleiche Pearson-
Korrelationskoeffizienten gezeigt werden. Bei Betrachtung der dizygoten Zwillinge fiel eine
niedrigere Korrelation nach intravendser Dosierung (roz inwavenss = 0,32) auf. Nach oraler Dosierung
konnten keine Unterschiede beziglich der Korrelation zwischen monozygoten und dizygoten
Zwillingen detektiert werden. Ahnliche Werte lieBen sich auch fiir den Parameter Cl finden. Hierbei
war im Gegensatz zur intraventsen Dosierung die héhere Korrelation der dizygoten Zwillinge (roz ora
= 0,74) gegeniber der monozygoten Zwillinge (rvmz ora = 0,71) nach oraler Dosierung auffallig (siehe
Tabelle 34).

75



Ergebnisse

Tabelle 34 Korrelationen ausgewdahlter pharmakokinetischer Parameter nach Midazolamapplikation

Pearson-
Korrelations- ...nach oraler Dosierung ...nach intravenéser Dosierung
koeffizient
Parameter  rwzoral I'DZ oral I'MZ intravencs I'DZ intravenss
(95%-Kl) (95%-KI) (95%-KI) (95%-Kl)
Cmax 0,73 0,68 0,37 0,67
(0,50-0,87) (-0,15-0,96) (-0,01-0,65) (-0,06-0,93)
tmax 0,28 0,74 0,18 0,99
(-0,09-0,59) (-0,03-0,96) (-0,20-0,51) (0,92-1,0)
AUCiy 0,66 0,66 0,66 0,32
(0,39-0,83) (-0,18-0,94) (0,38-0,82) (-0,50-0,83)
Cl 071 0,74 0,67 0,42
(0,47-0,86) (-0,03-0,96) (0,40-0,83) (-0,41-0,87)
MRT 0,35 0,28 0,55 -0,06
(-0,02-0,63) (-0,60-0,85) (0,23-0,76) (-0,73-0,67)
V., 0,44 0,33 0,48 0,15
(0,09-0,70) (-0,57-0,87) (0,14-0,72) (-0,62-0,77)
tyLambdaz 0,31 0,18 0,40 -0,17
(-0,06-0,61) (-0,66-0,82) (0,04-0,67) (-0,78-0,61)

Intravendse Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen

Angabe des 95%-Konfidenzintervalls in Klammern (95%-KI)

Mithilfe des Pearson-Korrelationskoeffizienten lie? sich fir die unterschiedlichen Parameter die

Berechnung der Erblichkeit nach Falconer sowie nach Vesell durchfiinren. Fir den Parameter AUCiqs

nach oraler Midazolamapplikation konnte keine Erblichkeit nach Falconer und nach Vesell berechnet

werden. Nach intraventser Dosierung zeigte sich fir die geschatzte Erblichkeit des Parameters AUCiqs

nach Falconer ein Wert von 0,68 und fur die geschétzte Erblichkeit nach Vesell ein Wert von 0,5; fir

den Parameter Cl zeigte sich nach Falconer eine geschatzte Erblichkeit von 0,5 und nach Vesell eine
Erblichkeit von 0,43 (siehe Tabelle 35).
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Tabelle 35 Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und Vesell nach Midazolamapplikation

Erblichkeits- ...nach oraler Dosierung ...nach intravenoser Dosierung
berechnungen  £jconer Vesell Falconer Vesell
Parameter H? (F) oral = H2 (V) oral = H2 (F) intravenes= H2 (V) intravenss=
2*(rMZ-rDZ) (rMZ-rDZ) / (1-rDz) 2*(rMZ-rDZ) (rMZ-rDZ) / (1-rDz)
Cmax 0,10 0,16 <0 <0
tmax <0 <0 <0 <0
AUCirr O 0 0,68 0,5
Cl <0 <0 0,5 0,43
MRT 0,14 0,097 1,22 0,58
V., 0,22 0,16 0,66 0,39
tyLambdaz 0,26 0,16 1,14 0,49

3.8.3.2 Erblichkeitsberechnung mithilfe der Strukturgleichungsmodellanalyse

Unter Einbezug individueller und gemeinsam erlebter Umwelteinfliisse sowie genetischer Faktoren
konnte mithilfe der Strukturgleichungsmodellanalyse die Erblichkeit berechnet werden. Hierfur wurde
der primdre Parameter AUCis nach oraler Applikation betrachtet. Das Modell, welches am besten
geeignet ist, sollte dabei den Kkleinsten AIC-Wert (akaike information criterion) aufweisen und nicht
signifikant unterschiedlich im Vergleich zum geséattigten Modell sein; letzteres galt hier fir alle
Modelle. Nach oraler Midazolamapplikation stellte sich das Modell CE mit den Variablen C
(gemeinsam erlebte Umweltfaktoren) und E (individuelle Umweltfaktoren) als das nach den

vordefinierten Kriterien am besten geeignete dar (siehe Tabelle 36).

Danach lassen sich 64,7 Prozent der Variation der AUCix nach oraler Midazolamgabe durch die
gemeinsam erlebten Umwelteinflisse und 35,3 Prozent mittels individueller Umwelteinfliisse
erklaren. Genetische Effekte spielten demnach keine Rolle. Allerdings unterschied sich auch das AE
Modell nicht erheblich, sodass doch eine additive Erblichkeit von etwa 65 Prozent nach dieser Studie

nicht auszuschlieRen ist (siehe Tabelle 36).
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Tabelle 36 Strukturgleichungsmodellanalyse der Erblichkeit der AUCis nach oraler Midazolamapplikation

Modell A C D E

AE 0,647 - - 0,353
CE - 0,647 - 0,353
ACE 0,000 0,647 - 0,353
ADE 0,64 - 0,0 0,36
Modell AlC p-Wert

AE 991,2 0,10

CE 989,5 0,15

ACE 991,5 0,11

ADE 993,2 0,08

Es wurde das Modell gewéhlt, welches den hochsten p-Wert im Vergleich zum saturierten Modell und den kleinsten AIC aufwies; als beste
Anpassung erwies sich das CE-Modell (fett markiert). Die Unterschiede zwischen dem CE- und dem ACE-Modell mégen in den nicht
dargestellten Nachkommastellen liegen, da sich aber die Aussage inhaltlich ohnehin nicht unterscheidet, wurde dem nicht weiter
nachgegangen.

3.9 Absolute orale Bioverfiigbarkeit (F) von Midazolam

In diesem Kapitel werden entsprechend zu den Ausfiihrungen des Kapitels 3.4 ,,Absolute orale
Bioverfugbarkeit (F) von Torasemid“ die Ergebnisse und Analysen zur absoluten oralen
Bioverfugbarkeit (F) von Midazolam vorgestellt. Auf eine wiederholende detaillierte Ausfiihrung

einiger bereits erlduterter Aspekte wird verzichtet.

Es ist zu beachten, dass die intravendse Midazolamapplikation mit einer funffach kleineren Dosis als
bei der oralen Midazolamapplikation erfolgte. Die absolute orale Bioverfligbarkeit (F) beider Gruppen
unterschied sich nicht wesentlich voneinander. Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich kein signifikanter

Unterschied der beiden Gruppen.

Die Ergebnisse der nicht-parametrischen Analyse von F fir Midazolam sind in Tabelle 37 dargestellt.
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Tabelle 37 Analyse von F fiir Midazolam

. . Variation
0, 0,
Median 25 % 75 % Bereich (Max/Min)
Monozygote Zwillinge
Orale AUCins[mg*min/l] 0,62 0,48 0,82 0,3-1,3 4,3
Intravendse ApCinf 05 0.4 0.6 0,3-0.9 3

[mg*min/I]*
A .k

Intravenose AUC|-nf 5 26 21 3,0 15-4.4 2.9
[mg*min/l]
F

23,9 19,3 28,8 11,7-47,5 41
[Prozent]

Dizygote Zwillinge

Orale AUCins[mg*min/l] 0,49 0,37 0,6 0,3-1,0 3,3

Intravendse A\-UCinf 0.4 0.4 0.5 0,3-07 23
[mg*min/I] *
A .k

Intravenose AUC|-nf 5 2.2 20 25 1537 25
[mg*min/l]
F

241 19,4 27,8 14,5-38,6 2,7
[Prozent]

F in Prozent (fett markiert)

L intravendse AUC nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen

Im Vergleich von F fiir Midazolam zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen konnten

ahnliche Werte gezeigt werden. Es fiel jedoch ein erhohtes MalR der Variation von F bei den

monozygoten Zwillingen (4,1) gegeniiber der dizygoten Zwillingen (2,7) auf.

Im Folgenden wird die Darstellung von F nach Midazolamapplikation unterteilt nach monozygot und

dizygot zur Verdeutlichung der Haufigkeitsverteilung (Abbildung 17) demonstriert.
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Abbildung 17 Haufigkeitsverteilungen von F nach Midazolamapplikation

Insgesamt lasst sich in dem Histogramm in Abbildung 17 zeigen, dass F von Midazolam unter 50
Prozent liegt und damit niedrig ist. Eine Haufung der monozygoten sowie dizygoten Zwillinge lasst
sich augenscheinlich zwischen 20 und 30 Prozent finden, was sich auch mittels Tabelle 37

reproduzieren lasst.

Zur Detektion moglicher Einfliisse durch bekannte erbliche Varianten im CYP3A4-Polymorphismus
auf die Erblichkeit von F fir Midazolam erfolgte die Zuordnung der Haufigkeiten von F zu den
einzelnen Genvarianten wie in Tabelle 38 dargestellt. Es konnten &hnliche Werte fir F unter den

bekannten Genvarianten ohne relevante Auffalligkeiten gefunden werden.
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Tabelle 38 F von Midazolam, unterteilt nach Genvarianten

Genvariante F Anzahl Phanotyp
[in Prozent]* (gesamt) Frequenz
(gesamt)
*1*1 247 67 93,0 %
CYP3A4 *1*1b 19,1 3 4,2 %
*1%22 29,4 2 2,8 %

*Angabe des arithmetischen Mittelwerts von F

3.9.1 Erblichkeitsberechnung von F nach Falconer und Vesell

Die Korrelationsgraphen von F fiir Midazolam unterschieden zwischen monozygoten und dizygoten
Zwillingen stellen sich wie in Abbildung 18 aufgefiihrt dar. Es imponiert eine augenscheinlich geringe

Korrelation der monozygoten und dizygoten Zwillinge untereinander.
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Abbildung 18 Korrelationsgraphen von F fir Midazolam

Die in Tabelle 39 dargestellten Pearson-Korrelationskoeffizienten zeigten ebenfalls eine geringe
Korrelation. Aus den daraus resultierenden Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und Vesell
konnte keine Erblichkeit in der Variabilitat von F gezeigt werden. Zu beachten ist, dass vor allem die
Werte der dizygoten Zwillingspaare aufgrund der niedrigen Fallzahl und dem daraus resultierenden

sehr breiten 95-Prozent-Konfidenzintervall einer groRen Streuung unterliegen.
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Tabelle 39 Korrelationen von F fiir Midazolam

Pearson- Erblichkeitsberechungen nach
Korrelationskoeffizient Falconer Vesell
vz oz H? (F) = H? (V) =
Parameter
(95%-KI) (95%-KI) 2*(rMZ-rD2) (rMZ-rDZ) / (1-rDz)
F 0,28 0,60 <0 <0
(-0,09-0,59) (-0,28-0,93)

Angabe des 95%-Konfidenzintervalls in Klammern (95%-KI)

3.9.2 Erblichkeitsberechnung von F mittels Strukturgleichungsmodellanalyse

Bei der Erblichkeitsberechnung mittels Strukturgleichungsmodellanalyse konnte das CE-Modell mit

dem geringsten AIC-Wert (485,0) sowie mit dem héchsten p-Wert (0,26) als das am besten geeignete

erfasst werden (siehe Tabelle 40). Die Variabilitaten von F resultierten demnach zu 25 Prozent aus

gemeinsam erlebten Umweltfaktoren (C) und zu 75 Prozent aus

individuell spezifischen

Umweltfaktoren (E). Die genetischen Faktoren spielten eine untergeordnete Rolle.

Tabelle 40 Strukturgleichungsmodellanalyse der Erblichkeit von F fur Midazolam

Modell A C D E
AE 0,22 - - 0,78
CE - 0,25 - 0,75
ACE 0 0,25 - 0,75
ADE 0,22 - 0 0,78
Modell AIC p-Wert

AE 485,6 0,23

CE 485,0 0,26

ACE 487,0 0,21

ADE 487,6 0,18

Es wurde das Modell gewéhlt, welches den hdchsten p-Wert im Vergleich zum saturierten Modell und den kleinsten AIC aufwies; als beste

Anpassung erwies sich hier das CE-Modell (fett markiert)
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3.10 Beriicksichtigung der bekannten Genvarianten von CYP3A4

Fir die Variabilitat des Enzyms CYP3A4 erfolgte bei den Probanden die Analyse der Varianten, bei
denen in der Literatur ein Einfluss auf die Metabolisierungsrate von Midazolam bekannt ist. Hierbei
wurden die Haufigkeiten der Genvarianten CYP3A4*1b sowie CYP3A4*22 untersucht. Mittels
multipler Regressionsanalyse wurde die Abhangigkeit des priméren Parameters AUCiy nach oraler
Midazolamapplikation von der Genaktivitat des Enzyms CYP3A4 sowie von mdoglichen weiteren
Einflussfaktoren wie Geschlecht und Gewicht ermittelt. R-Quadrat beschreibt dabei den Anteil, wie
viel der Variation der abhdngigen Variablen durch die Einflussvariablen erklart werden kann (in
Tabelle 41 fett markiert).

Aus Tabelle 41 ist ersichtlich, dass sich demnach die AUCiy nach oraler Midazolamapplikation zu

12,5 Prozent signifikant durch die Genaktivitit von CYP3A4*22 erkldaren lasst. Alle weiteren

Einflussfaktoren konnten keine signifikanten Ergebnisse zeigen.

Tabelle 41 Multiple Regressionsanalyse moglicher Einflussfaktoren auf die AUCiys nach oraler Midazolamgabe

Modell R R-Quadrat
Abhéngige Variable: AUCis 0,528 0,279
Unabhéngige Regressionskoeffizient Standardfehler p-Wert  Anteil von R-
Einflussparameter Quadrat
Anzahl von CYP3A4*1b- -162,2 130,0 0,217 Nicht signifikant
Allelen

Anzahl von CYP3A4*22- 535,5 157,5 0,001 0,125

Allelen

Geschlecht -154,1 62,42 0,016 Nicht signifikant
Gewicht (kg) -7,111 2,692 0,010 Nicht signifikant

Zur Analyse der Abhéngigkeit von F fir Midazolam von den genannten Einflussfaktoren erfolgte

ebenfalls eine multiple Regressionsanalyse wie in Tabelle 42 angegeben.
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Tabelle 42 Multiple Regressionsanalyse méglicher Einflussfaktoren auf F von Midazolam

Modell R R-Quadrat
Abhéngige Variable: F 0,329 0,108
Unabhéangige Regressionskoeffizient Standardfehler p-Wert  Anteil von R-
Einflussparameter Quadrat
Anzahl von CYP3A4*1b- -3,924 4.030 0,334 Nicht signifikant
Allelen

Anzahl von CYP3A4*22- 4,953 4,882 0,314 Nicht signifikant
Allelen

Geschlecht -4,236 1,935 0,032 Nicht signifikant
Gewicht (kg) -0,113 0,0835 0,182 Nicht signifikant

Es konnte kein signifikanter Einfluss auf F nachgewiesen werden. Insbesondere ergab sich keine
Signifikanz fir den Einfluss der bekannten CYP3A4-Genvarianten.

3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse zu Midazolam

Unter Beachtung der pharmakokinetischen Parameter fur Midazolam lasst sich in dieser Arbeit
festhalten, dass nur wenige erbliche Effekte die Variabilitit des CYP3A4-Enzyms beeinflussen.

Anhand des primaren Parameter AUCin kann folgendes zusammengefasst werden:

Nach oraler Dosierung konnten die Berechnungen nach Falconer und Vesell einen Wert < 0 zeigen,
was auf eine fehlende Erblichkeit hindeutet. Nach intravendser Dosierung waren die
Erblichkeitsberechnungen nach Falconer mit 0,68 und nach Vesell mit 0,5 deutlich héher. Aus der
Strukturmodellanalyse konnte kein Einfluss erblicher Effekte auf die Variation der AUCiq nach oraler
Midazolamgabe detektiert werden. Es lieRen sich 64,7 Prozent durch gemeinsam erlebte
Umwelteinflisse und 35,3 Prozent durch individuelle Umwelteinflisse beschreiben. Mittels multipler
Regressionsanalyse konnte jedoch ein signifikanter Einfluss auf die AUCix nach oraler
Midazolamapplikation von 12,5 Prozent durch die Genaktivitdt von CYP3A4*22 nachgewiesen

werden. Die Abbildung 19 gibt einen zusammenfassenden Uberblick.
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Abbildung 19 Zusammenfassende Darstellung der Erblichkeit der Aktivitét von CYP3A4

Verwendet wurden die Ergebnisse der Erblichkeitsberechnungen der Variation der AUCix sowie die Ergebnisse der multiplen
Regressionsanalyse des Einflusses der Genaktivitat von CYP3A4*22 auf die AUC;y nach oraler Midazolamdosierung.

Fir die Variabilitat von F fir Midazolam ergaben sich keine sicheren Hinweise auf erbliche Effekte.
Die Abschdtzung der Erblichkeit nach Falconer und Vesell ergab einen Wert < 0, was auf eine

fehlende Erblichkeit hindeutet.

®m Gemeinsam erlebte Umweltfaktoren
Individuell spezifische Umweltfaktoren

Abbildung 20 Einflisse auf F von Midazolam

Verwendet wurden die Ergebnisse der Strukturgleichungsmodellanalyse

Die Strukturmodellanalyse beschrieb den Einfluss zu 25 Prozent durch gemeinsam und zu 75 Prozent

durch individuell erlebte Umweltfaktoren, was in Abbildung 20 graphisch dargestellt ist. Einflisse von
85



Ergebnisse

bereits bekannten Genvarianten des Enzyms CYP3A4 konnten mittels multipler Regressionsanalyse

fiir die orale Bioverfugbarkeit keine signifikanten Ergebnisse zeigen.

3.12 Variabilitit der Pharmakokinetik von Hydroxymidazolam

3.12.1 Pharmakokinetik von Hydroxymidazolam nach oraler Applikation

Die Tabelle 43 zeigt die nicht-parametrische Analyse der pharmakokinetischen Parameter des

Metaboliten Hydroxymidazolam. Fir den priméren Parameter AUCin; von Hydroxymidazolam nach

oraler Applikation ergab sich ein Median von 0,29 mg*min/I fiir die monozygoten Zwillinge sowie ein

Median von 0,19 mg*min/l fir die dizygoten Zwillinge. Die Streuung der Variation bei den

monozygoten Zwillingen war vergleichsweise hoher als bei den entsprechenden Parametern bei

Midazolam. Die Streuung der Variation der dizygoten Zwillinge war dagegen vergleichsweise gering.

Tabelle 43 Analyse der pharmakokinetischen Parameter von Hydroxymidazolam nach oraler Applikation

Monozygote Zwillinge

Parameter [Einheit] Median 25 % 75%  Bereich E/I\z;i;tli:&)

Crax[Hg/l] 2,3 1,7 3,4 0,6-7,1 11,8

tmax [Min] 31 30 59 29-90 3,1

AUCiq¢ [mg*min/l] 0,29 0,20 0,35  0,09-0,75 8,3

t 1 Lambdaz [Min] 102 91 125 66-248 38

Dizygote Zwillinge

Parameter [Einheit] Median 25 % 75%  Bereich Variatio_n
(Max/Min)

Coax[Hg/l] 1,6 1,0 2,8 0,7-3,5 5

tmax [Min] 31,5 30 61 28-63 2,3

AUCiy [mg*min/l] 0,19 0,13 0,30 0,12-0,40 33

t % Lambdaz [Min] 115 94 157 77-291 3,8

Mittels Mann-Whitney-U-Test ergaben sich fir die Parameter Cmax Sowie AUCiy wie bereits bei

Midazolam nach oraler Applikation statistisch signifikante Unterschiede zwischen den monozygoten
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und dizygoten Zwillingen. Die weiteren Parameter wiesen jedoch keine statistisch signifikanten

Unterschiede auf.

3.12.2 Erblichkeit fiir die Variabilitit in der Pharmakokinetik von
Hydroxymidazolam

Fir die Pearson-Korrelation-Koeffizienten von Hydroxymidazolam der mono- und dizygoten

Zwillinge nach oraler sowie nach intraventser Dosierung konnten fir den Parameter AUCiqs jeweils

hohere Korrelationen bei den monozygoten Zwillingen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 44).

Tabelle 44 Korrelationen des Metaboliten Hydroxymidazolam nach Midazolamapplikation

Pearson-
Korrelations-  ...nach oraler Dosierung ...nach intravenoser Dosierung
koeffizient
Parameter Mz oral Dz oral I'MZ intravends I'DZ intravenss
(95%-K1) (95%-Kl) (95%-Kl) (95%-Kl)
Cmax 0,34 0,47 0,57 0,77
(-0,03-0,63) (-0,43-0,9) (0,26-0,78) (0,14-0,96)
tmax 0,11 0,40 0,47 0,79
(-0,26-0,46) (-0,51-0,89) (0,13-0,71) (0,19-0,96)
AUCis 0,47 0,26 0,73 0,64
(0,12-0,71) (-0,61-0,85) (0,50-0,87) (-0,11-0,93)
t % Lambda z 0,44 0185 0,71 0,79
(0,09-0,70) (0,26-0,98) (0,47-0,86) (0,19-0,96)
Erblichkeits- ...nach oraler Dosierung ...nach intravenéser Dosierung
berechnungen  Fajconer Vesell Falconer Vesell
Parameter H? (F) ora = H? (V) oral = H? (F) intravenss= H? (V) intravenss=
2*(rMz-rDzZ) (rMZ-rDZ)/ (1-rDz)  2*(rMZ-rDZ) (rMZ-rDZ) / (1-rDz)
Cmax <0 <0 <0 <0
tmax <0 <0 <0 <0
AUCi¢ 0,42 0,28 0,18 0,25
Ty Lambdaz <0 <0 <0 <0

Intravendse Dosierung nur der Studienteilnehmer, die auch am Studientag mit oraler Dosierung teilnahmen; Angabe des 95%-
Konfidenzintervalls in Klammern (95%-KI)
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Analog zu den Ergebnissen von Torasemid und Hydroxytorasemid wurden nur die Studienteilnehmer
nach intravendser Dosierung in die Auswertung einbezogen, die auch an der oralen Dosierung
teilnahmen. Die Erblichkeit nach Falconer und Vesell der AUCi,s des Metaboliten Hydroxymidazolam
war nach oraler Applikation (H> ® = 0,42 und H> ™ = 0,28) vergleichsweise hoher als nach
intravendser Applikation (H2 ® = 0,18 und H? ¥ = 0,25). In Bezug auf die Ausgangssubstanz
Midazolam war nach oraler Applikation eine geringe Erblichkeit fur die AUCix des Metaboliten
nachweisbar. Flr die weiteren Parameter liel sich nach Falconer und Vesell keine Erblichkeit

nachweisen (siehe Tabelle 44).

In der Strukurgleichungsmodellanalyse konnte fir den Parameter AUCi, von Hydroxymidazolam
nach oraler Applikation am ehesten das CE-Modell (kleinster AIC) mit C = 0,48 und E = 0,52 als das
am besten geeignetste Modell ausgewahlt werden. Jedoch unterschied sich das Modell nicht
signifikant (p < 0,01) zum gesattigten Modell, sodass die Aussagekraft hier eingeschrankt ist.
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4  Diskussion

Anhand einer Studie mit mono- und dizygoten Zwillingspaaren sollte in dieser Arbeit untersucht
werden, wie gro3 die Unterschiede bezuglich der Erblichkeit in der Variation der Aktivitaten des
Arzneitmitteltransporters OATP1B1 sowie der Enzyme CYP2C9 und CYP3A4 sind. Als
Prifsubstanzen fur die Aktivitdtsbestimmungen fungierten hierbei Torasemid (Substrat des
Transportproteins OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9) sowie Midazolam (Substrat des Enzyms
CYP3A4) jeweils in oraler und intravendser Applikationsform. Dabei ging es in dieser Arbeit
besonders um die Variabilitit nach oraler Dosierung, die nicht nur von der Leber, sondern auch von
Darmfunktionen einschlielich des Membrantransportes und der Metabolisierung in der Darmmukosa
abhangt.

Im Klinischen Alltag werden die meisten Arzneimittel in oraler Applikationsform verordnet. Darauf
aufbauend hatte diese Arbeit das Ziel, ein besseres Verstandnis fur die Variabilitat der
Pharmakokinetik nach oraler Applikation und damit auch ein besseres Verstandnis der Wirkungen und
Nebenwirkungen nach oraler Applikation zu erreichen. Dafur bot sich eine vergleichende
Untersuchung mit oral und intravends verabreichten Prifsubstanzen an, da hieraus auch die absolute

orale Bioverfligharkeit der Medikamente berechnet werden kann.

Es sind eine Reihe von Polymorphismen in den Genen des Transportproteins OATP1B1 sowie der
Enzyme CYP2C9 und CYP3A4 bekannt, die fur die genetische Variabilitat und damit verbunden auch
fur die hohe Variabilitat in der Wirkung von beispielsweise Arzneimitteln verantwortlich sein kénnen
(Goldstein 2001). Dabei ist bislang jedoch unbekannt, wie hoch der Anteil der bekannten genetischen
Polymorphismen an der Gesamtvariation der Enzym- bzw. Transportaktivitat ist. Ungeklart bleibt
zudem, wie groR Unterschiede des genetischen Anteils an der Variation nach oraler bzw. intravendser
Applikation sind. All dies ist relevant fir die Frage, ob es sich lohnt, weitere Polymorphismen mit
relevantem Einfluss auf die Pharmakokinetik von Arzneimitteln zu suchen, um dadurch eine zukunftig
noch stérker individualisierte Arzneimitteltherapie mit weniger Risiko flr unerwinschte

Arzneimittelwirkungen anbieten zu kdnnen.
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4.1 Die OATP1B1- und CYP2C9-Aktivitit

4.1.1 Pharmakokinetik von Torasemid

Torasemid ist ein Substrat des Transporters OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9 (Vormfelde et al.
2008) und konnte damit eine bedeutende Priifsubstanz zur Messung der In-vivo-Aktivitat dieser beiden
Proteine sein. Um als In-vivo-Indikatorsubstanz fungieren zu kénnen, werden einige Anforderungen an
das Medikament gestellt. Beispielsweise darf es keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beim
Probanden hervorrufen; es sollte demzufolge in moéglichst niedriger Konzentration verabreicht werden
kénnen (Tucker et al. 1998). Alternativen zum In-vivo-Nachweis der Aktivitat des Enzyms CYP2C9
stellen neben Torasemid Arzneimittel wie Tolbutamid und Warfarin dar (Miners und Birkett 1998; US
Food and Drug Administration 2018). Fur den Transporter OATP1B1 werden unter anderem
Atorvastatin, Bosentan, Ezetimib, Pravastatin oder Valsartan als In-vivo-Testsubstanzen benutzt (US
Food and Drug Administration 2018). Eine Besonderheit von Torasemid als Priifsubstanz ist, dass es
sowohl dem CYP2C9-Metabolismus unterliegt als auch Substrat fir den OATP1B1-Transporter ist.
Nachteil dabei ist, dass sich damit nur teilweise die Aktivititen von CYP2C9 und OATP1Bl1
differenzieren lassen. Andererseits gibt es jedoch wohl kaum eine Substanz, die CYP2C9-Substrat ist
und im Membrantransport nicht von Transportproteinen abhangt. Basierend auf der Tatsache, dass fast
alle Substrate von CYP2C9 im menschlichen Kdrper negativ geladen sind (organische Anionen), wird
vermutet, dass die OATP1B1-Transporter noch weitere CYP2C9-Substrate transportieren (Vormfelde
et al. 2008).

Im Folgenden (Tabelle 45) werden die in dieser Studie ermittelten Daten zur Pharmakokinetik von
Torasemid nach oraler Applikation mit den bereits in der Literatur verdffentlichten Daten verglichen.
Fir den Parameter tmax, der die Zeit zwischen Arzneimittelapplikation und Erreichen der maximalen
Plasmakonzentration Cnax Wiedergibt, lassen sich in der Literatur vergleichbare Werte finden. Zum
genaueren Vergleich wurden Cmax Sowie AUC auf eine Dosis von 1 mg normiert (kursiv). Damit lagen
die hier erhobenen Werte ebenfalls im gleichen Bereich wie die in der Literatur publizierten. In der
vorliegenden Studie zeigte sich im Vergleich zu anderen Untersuchungen eine etwas héhere Clearance
sowie eine niedrigere Halbwertszeit. Dies kdnnte anhand der extrem niedrigen Dosis der hier
vorliegenden Studienmedikation diskutiert werden. Bei hoher Dosis ist die Wahrscheinlichkeit héher,
dass Enzyme und Transporter bereits geséattigt sind. Allerdings liel? sich kein Hinweis in der Literatur
finden, der dafir sprach, dass im Dosierungsbereich von Torasemid bis 20 mg eine Séttigung im
Stoffwechsel- oder Membrantransport auftritt. Somit kénnte als Erklarung auch gelten, dass bei den
hier verwendeten sehr niedrigen Dosen relativ gesehen ein groRerer Anteil unterhalb der

Nachweisgrenze bei den Analysen vorlag als bei den héheren Dosen. Insgesamt gestalteten sich die
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Unterschiede aber nur gering, sodass die an den Zwillingen erhobenen Daten mit den aus der
Allgemeinbevolkerung erhobenen Daten, die in der Regel nicht als Zwillinge geboren und

aufgewachsen sind, vergleichbar sind (siehe Tabelle 45).

Tabelle 45 Vergleich publizierter Daten mit eigenen Daten zur Pharmakokinetik nach oraler
Torasemidapplikation

Referenz Eigene Eigene (Neugebauer  (Schwartz (Vormfelde (Werner et al.

Studie Studie et al. 1988) etal. 1993)  etal. 2004) 2010)**
Statistischer ~ Median Mittel Median Mittel Median Mittel
Parameter (Bereich) +SD (Bereich) +SD (Bereich) +SD
Dosis 0,25 mg 025mg 20 mg 10 mg 10 mg 10 mg

¢ 3

Crax 33,0 35,0 2700 1270 1100* k. A. k. A.
[na/1] (20,8-67,3) 94 (1200-4100) +130 (500-1900)

Normiert auf

1 mg: 1319 1400 1350 1270 110,0
tmax [N] 0,99 0,81 1,0 0,86 k. A, 1 1
(047-15)  +026  (0,3-2,0) +0,18 (054) (0,5-4)
AUCinf 4,2 45 k. A. 222 180* KA kA
[mg*min/ll ) 5.9 1) +1,4 +102 (96-354)
Normiert auf
1 mg:
16,8 18,0 22,2 18,0
cl 59,1 60,6 k. A. k. A. 56,7 35 50
[ml/min] (27,3-946)  +156 (283-1133) +133 +183
ts[h] 1,9 1,9 3,2 35 2,6% 43 3,6
(1,3-2,6) +027  (2.0441) +12 2,1-7,) 2 190

SD = Standardabweichung; k. A.= keine Angabe; * Werte fiir Genotyp CYP2C9*1/*1; ** Studie mit geschlechter-getrennter Analyse

Im Vergleich der berechneten absoluten oralen Bioverfiigbarkeit (F) der vorliegenden Studie mit der
absoluten oralen Bioverfugbarkeit aus anderen Studien fallt ein eher niedrigerer Wert auf (siehe
Tabelle 46), was die gleichen Griinde wie oben genannt haben kénnte. Dariiber hinaus kénnte es sein,

dass das hier verwendete orale Préparat eine etwas schlechtere Bioverfligbarkeit hat als die in den
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anderen Studien verwendeten Prdparate. Es lieRen sich dartber hinaus nur wenige Untersuchungen
finden, in denen zwischen oraler und intravendser Torasemiddosierung direkt verglichen wurde. Die
Unterschiede kénnten auch dadurch erklart werden, dass die orale Arzneimittelresorption durch eine
Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird. Dies kann einerseits durch den bereits bekannten Einfluss von
genetischen Polymorphismen diskutiert werden. Bei der oralen Absorption stellt die Mucosa des
Dinndarms ein erstes Hindernis dar. Dort konnten bereits unterschiedliche Genvarianten von
Enzymen und Transportern detektiert werden (Chan et al. 2004; Fricker et al. 1996). Andererseits
spielen vor allem bei der oralen Applikationsform &uRere Faktoren wie Erndhrungsgewohnheiten,
Gebrauch von Noxen wie Nikotin und Alkohol sowie mdgliche Wechselwirkungen mit anderen
Medikamenten eine Rolle. Durch beispielsweise unterschiedliche Ein- und Ausschlusskriterien flr die
Probanden der Studien, damit verbundenen unterschiedlichen Ern&hrungsvorschriften vor und
wahrend der Studie und so verschiedenen &uferen Einflussfaktoren, I&sst sich die Variabilitat der
Bioverfugbarkeit zum Teil erkléren.

Tabelle 46 Vergleich publizierter Daten mit eigenen Daten der oralen Bioverfugbarkeit von Torasemid

Referenz Eigene Studie (Schwartzet (Brater (Knaufund  (Lesne et al.

al. 1993) 1992) Mutschler 1982; Lesne
1998) 1988)

Statistischer Median Mittel Mittel Median k. A. k. A.

Parameter (Bereich) +SD +SD (Bereich)

Dosis k. A. k. A.

Oral 0,25 mg 0,25mg 10mg 20 mg

Intravends 2,5mg 2,5mg 10 mg 20 mg

Orale 73,8 73,8 96,3 80 80 91

Bioverflgbarkeit (51,1-100)  +10,1 (84-100)

[Prozent]

4.1.2 Erblichkeit der Pharmakokinetik von Torasemid

Fir die Variation der Pharmakokinetik von Torasemid nach oraler Applikation konnte in dieser Studie
gezeigt werden, dass genetische Effekte eine groRe Rolle spielen. Im Ergebnisteil 3.2 wurden bereits
die Haufigkeiten der bekannten Genvarianten von OATP1B1 und CYP2C9 aufgelistet. Dabei wurden
nur die Zwillingspaare in die Auswertung einbezogen, die die orale und intravendse Dosierung

erhalten haben, was den Probanden der Studienperiode |1 entspricht.
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Im Hinblick auf den Vall74Ala-Polymorphismus des Transporters OATP1B1 lie} sich bei 71,6
Prozent der Probanden der Wildtyp (homozygoter Trager von Valin) nachweisen; 23 Prozent wiesen
sich als heterozygoter Tréger von Valin und Alanin aus und 5,4 Prozent waren homozygoter Tréger
von Alanin. Im Asn130Asp-Polymorphisumus des Transporters OATP1B1 wiesen 28,4 Prozent der
Probanden den Wildtyp (homzygot fiir Asparagin) vor; 48,6 Prozent waren heterozygoter Tréger von

Asparagin und Asparaginsaure; 23 Prozent zeigten sich homozygot fur Asparaginsaure.

Im CYP2C9-Polymorphismus waren 86,5 Prozent der Probanden Tréger der Genotypen mit normaler
Enzymaktivitat (*1/*1, *1/*2, *2/*2); 13,5 Prozent der Probanden konnten als Trager einer Anlage fir
erniedrigte Enzymaktivitat detektiert werden (*1/*3, *2/*3).

4.1.2.1 Erblichkeit der OATP1B1-und CYP2C9-Aktivitdt

4.1.2.1.1 OATP1B1

Eines von vielen Substraten des Transportproteins OATP1B1 stellt Torasemid dar (Vormfelde et al.
2008). Das Transportprotein OATP1B1 wird auf dem SLCO1B1-Gen kodiert und befindet sich an der
basolateralen sinusoidalen Membran der Hepatozyten. Es existieren zwei hdufig vorkommende
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), die die Aktivitat von OATP1B1 beeinflussen (Tirona et al.
2001; Niemi 2007). Bei dem Vall74Ala-Polymorphismus fiihrt der Austausch der Aminosaure Valin
durch Alanin (¢.521 T > C/ p.Vall74Ala) zu einer verminderten Aktivitat des OATP1B1-Transporters
(Kameyama et al. 2005). Haufig gekoppelt mit dem Vall74Ala-Polymorphismus liegt der
Asn130Asp-Polymorphismus vor, in dem ein Austausch der Aminosdure Asparagin durch
Asparaginsaure (c.388 A > G / p.Asn130Asp) besteht. Letztere Aminosauresubstitution kénnte fir
sich allein betrachtet sogar eine leicht erhohte Aktivitat haben (Kameyama et al. 2005). Daraus
ergeben sich vier funktionell unterschiedliche Kombinationen (Haplotypen): OATP1B1*la
[Asn130/Val174] (Referenztyp), OATP1B1*1b [Asp130/Vall174], OATP1B1*5 [Asn130/Alal74] und
OATP1B1*15 [Aspl130/Alal74]. Fir den *15-Haplotyp l&sst sich eine verminderte Aktivitat in der
Literatur finden (Nozawa et al. 2005; Tachibana-limori et al. 2004). Uneinigkeit herrscht in der
Literatur jedoch Uber die Aktivitdt des Haplotyp *1b [erhoht: (Kameyama et al. 2005), ohne Einfluss:
(Tirona et al. 2001)].

Der Vall74Ala-Polymorphismus hat eine gut dokumentierte Kklinische Bedeutung fur die
Vertraglichkeit der meisten HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine). In mehreren Studien liel3 sich
eine erhdhte Konzentration der Statine im Blutplasma mit dem Vorliegen des Vall74Ala-
Polymorphismus assoziieren, was wiederum zur Statin-induzierten Myopathie fihren kann (Link et al.
2008; Mwinyi et al. 2004; Ho et al. 2007). Dies hat beim Medikament Cerivastatin sogar soweit
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gefuhrt, dass es aufgrund einer Haufung von schweren Verlaufsformen mit Todesfolgen
(Rhabdomyolysen) vom Markt genommen werden musste. In der Studie zeigte sich, dass die
Transportaktivitit bei Vorliegen eines homozygoten Tragers von Alanin im Vall74Ala-

Polymorphismus um 40 Prozent im Vergleich zum Wildtyp vermindert ist (Marciante et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte nach oraler Torasemidapplikation ebenfalls ein signifikanter
Einfluss durch die Anzahl des Vall74-Allels nachgewiesen werden. In einer vorangehenden Studie
mit Torasemid lieBen sich hierzu vergleichbare Ergebnisse finden (Vormfelde et al. 2008). Matthaei et
al. konnte mittels multipler Regressionsanalyse ebenfalls zeigen, dass nach intravendser
Torasemidapplikation ein signifikanter Einfluss von 39 Prozent bei Vorliegen eines homozygoten
Tréagers von Alanin im Vall74Ala-Polymorphismus besteht (Matthaei et al. 2015). Im direkten
Vergleich mit den ermittelten Daten dieser Arbeit fallt auf, dass nach multipler Regressionsanalyse der
Einfluss durch die Anzahl der Vall74-Allele mit 41,7 Prozent auf die AUCix nach oraler
Torasemidapplikation nicht wesentlich abweicht. Dies bedeutet, dass homozygote Trager des Alanins
im Vall74Ala-Polymorphismus eine um 41,7 Prozent héhere AUC nach oraler Torasemidgabe
vorweisen, da die Aktivitdt des OATP1B1-Transporters vermindert ist. Dementsprechend zeigt sich
kein wesentlicher Unterschied nach oraler oder intravendser Applikationsform beziglich des
Einflusses des Val174-Allels auf die Aktivitat von OATP1B1.

4.1.2.1.2 CYP2C9

Das polymorphe Enzym CYP2C9 ist in den Stoffwechsel von etwa 20 Prozent aller Medikamente
involviert (Kirchheiner und Brockmoller 2005). Es existieren neben dem Wildtyp-Allel (CYP2C9*1)
noch zwei weitere Allele (CYP2C9*2 und CYP2C9*3), fur die in der europaischen Bevdlkerung eine
erniedrigte enzymatische Aktivitét fir eine Vielzahl von Medikamenten bekannt ist (Lee et al. 2002).
Dabei sind die Allelfrequenzen von CYP2C9*2 zu 11 Prozent und von CYP2C9*3 zu 7 Prozent in der
europdischen Bevolkerung vertreten (Kirchheiner und Brockm@ller 2005). Es sind weitere
Allelvarianten (CYP2C9*4, CYP2C9*5, CYP2C9*6 und CYP2C9*11) bekannt, die jedoch bei
Européern sehr selten sind und in afrikanischen oder asiatischen Bevolkerungsstichproben gefunden
wurden (Allabi et al. 2004).

Bezogen auf die in dieser Arbeit betrachtete Prifsubstanz Torasemid konnte nur fur das Allel
CYP2C9*3 eine signifikant erniedrigte Aktivitat nachgewiesen werden. In einer Arbeit von Vormfelde
aus dem Jahr 2004 konnte gezeigt werden, dass die Pharmakokinetik von Torasemid signifikante
Unterschiede zwischen den CYP2C9-Genotypen vorweist. So sind die AUCin und Cmax h6her und die

orale Clearance niedriger bei Probanden mit dem *3-Genotyp als bei Probanden mit dem *1- oder *2-
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Genotyp (Vormfelde et al. 2004). Jedoch lie}en sich in einer weiteren Studie mit Torasemid nur 20
Prozent der Variabilitat durch bekannte genetische Variationen der totalen Clearance nach CYP2C9-
Genotypisierung erklaren (Vormfelde et al. 2007). In einer weiteren Studie mit Torasemid liel sich
ebenfalls ein signifikanter Einfluss auf die AUCiy durch das CYP2C9*3-Allel nachweisen; zudem lief}
sich dort gleichzeitig ein signifikanter Einfluss des Vall74Ala-Polymorphismus dokumentieren
(Werner et al. 2008). Ein signifikanter Einfluss von 2 Prozent durch die CYP2C9*3-Genvariante auf
die AUCiq nach intravendser Torasemidapplikation konnte in der Arbeit von Matthaei nachgewiesen
werden (Matthaei et al. 2015). In dieser Arbeit zeigte sich mittels multipler Regressionsanalyse ein
Einfluss auf die AUCix durch die Genaktivitdit von CYP2C9*3 mit knapp 6 Prozent. Im direkten
Vergleich beider Arbeiten wird deutlich, dass der Einfluss durch das CYP2C9*3-Allel nach oraler
Torasemidapplikation diskret erhéht ist. Dies kann dadurch erklért werden, dass das Enzym CYP2C9
in geringer Konzentration im Darm nachweisbar ist (de Waziers et al. 1990). Somit ist nach oraler
Dosierung das Enzym CYP2C9 bereits in der Darmwand aktiv, was nach intravendéser Dosierung
keine Rolle spielt. Die intestinale Expression von CYP2C9 unterliegt jedoch einer groRen
interindividuellen Variation. In einer Studie, die den Anteil aller Cytochrom-P450-Enzyme im Darm
untersucht hat, war das Enzym CYP2C9 mit einem Anteil von bis zu 14 Prozent in der Darmwand am
zweith&ufigsten vertreten. Dabei konnte jedoch eine bis zu neunfache interindividuelle Variation in der
Expressionshaufigkeit von CYP2C9 detektiert werden (Paine et al. 2006). In einer &hnlichen
Untersuchung, in der Diclofenac4‘-Hydroxylase als Prufsubstanz fir CYP2C9 fungierte, zeigte sich
sogar eine bis zu 18-fache Variabilitat in der intestinalen Expression von CYP2C9 (Obach et al. 2001).
Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Genvarianten von CYP2C9 nach oraler Dosierung
einen groReren Einfluss auf den Metabolismus von Torasemid zu haben scheinen als nach intravendser
Dosierung. Es muss dabei aber die hohe interindividuelle Schwankungsbreite in der Expression und
damit Aktivitat von CYP2C9 in den menschlichen Enterozyten beriicksichtigt werden. Dabei sind
weitere Faktoren, die diese Unterschiede bedingen, bisher noch nicht ausreichend erforscht und bieten

Grundlage fiir weitere Studien.

Matthaei konnte durch Strukturgleichungsmodellanalyse zeigen, dass sich die Variabilitit der AUCiqs
nach intravendser Torasemidapplikation zu 86 Prozent durch additive genetische Faktoren und zu 14
Prozent durch individuelle Umweltfaktoren beschreiben lasst (Matthaei et al. 2015). Mittels
Strukturgleichungsmodellanalyse konnten in vorliegender Arbeit ebenfalls vergleichbare Daten
ermittelt werden. Es zeigte sich hierbei kein wesentlicher Unterschied zwischen oraler und

intravendser Applikationsform.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich weniger als 50 Prozent der Variation der AUCix nach

oraler Torasemidapplikation durch bereits bekannte Genvarianten in OATP1B1 und CYP2C9 erkléren
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lassen. Dabei scheint CYP2C9*3 eine grofiere Rolle nach oraler Applikation zu spielen. Der insgesamt
jedoch relativ geringe Einfluss von CYP2C9-Allelen in der multifaktoriellen Regressionsanalyse ist
durch die relativ geringe Haufigkeit der funktionell relevanten Genotypen CYP2C9*1/*3 und

inshesondere CYP2C9*3/*3 zu erklaren. Abbildung 21 soll dies noch einmal veranschaulichen.
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Variation der AUC, Variation der AUC, Additive genetische
erklart durch Varianten erklart durch Varianten Faktoren
von OATP1B1 von CYP2C9
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Abbildung 21 Erblichkeit der OATP1B1- und CYP2C9-Aktivitat im Vergleich oral und intravends

Verwendet wurden die Ergebnisse der multiplen Regressionsanalyse des Einflusses der Genaktivitat von CYP2C9*3 und der Anzahl der
Vall74-Allele im OATP1B1-Gen auf die AUCiy nach oraler und intravendser Torasemiddosierung; die Ermittlung der additiven
genetischen Faktoren erfolgte mittels Strukturgleichungsmodellanalyse. Die Daten nach intravendser Applikation (Matthaei et al. 2015)
sind hier vergleichend aufgefiihrt.

Der Pearson-Korrelationskoeffizient der AUCis nach oraler Torasemiddosierung der monozygoten
Zwillinge (rvz ora=0,82) erwies sich gegeniliber dem der dizygoten Zwillinge (roz ora=0,61) als hoher,
was fur einen hohen Anteil erblicher Einfliisse spricht. In der Literatur lieRen sich fur das Enzym
CYP2C9 é&hnliche Ergebnisse finden. In einer Ubersichtsarbeit zu inter- und intraindividuellen
Einflussen auf die Pharmakokinetik h&ufig verwendeter oraler Antikoagulantien, die als CYP2C9-
Substrat fungieren, konnte eine Vielzahl bekannter genetischer Varianten gefunden werden, jedoch

erwies sich die Anzahl unbekannter genetischer Einfliisse weiterhin sehr hoch (Verhoef et al. 2014).
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4.1.3 Erblichkeit der absoluten oralen Bioverfiigbarkeit (F) von Torasemid

Definitionsgemal betrégt die Bioverfiigbarkeit F nach intravendser Applikation 100 Prozent. So war
es mdoglich, in der vorliegenden Arbeit durch den Erhalt der AUCins nach oraler und intravendser
Torasemiddosierung die absolute orale Bioverfugbarkeit (F) von Torasemid zu berechnen. Im
Weiteren konnte untersucht werden, inwiefern die bekannten genetischen Varianten einen Einfluss auf
die Bioverfiigbarkeit von Torasemid haben. Mittels Erblichkeitsberechnungen nach Falconer und
Vesell sowie nach Strukturmodellierung konnte fir die Variabilitit der absoluten oralen

Bioverfugbarkeit keine Erblichkeit nachgewiesen werden.

Die folgende Abbildung 22 stellt die arithmetischen Werte der absoluten oralen Bioverfugbarkeit
unterteilt nach den unterschiedlich detektierten Genvarianten dar. Auffallig ist der hohe Anteil der
Bioverfugbarkeit bei der Genvariante CYP2C9*2/*3. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass in
der Studie nur ein Proband mit dieser Genvariante detektiert worden ist, sodass nicht sicher
differenziert werden kann, ob dies tatsachlich durch den sehr langsamen Metabolismus oder durch
andere Faktoren bedingt war (erklarbare Besonderheiten fanden sich bei dem Probanden nicht). Bei
Betrachtung der weiteren Varianten sind keine grof3en Unterschiede ersichtlich.
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Abbildung 22 F von Torasemid, unterteilt nach bekannten Genvarianten

Mittels multipler Regressionsanalyse konnte kein signifikanter Einfluss der bekannten Genvarianten
auf die orale Bioverfugbarkeit von Torasemid gezeigt werden.
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Der fehlende Nachweis der Erblichkeit konnte zum einen bedeuten, dass die Genvarianten und die
davon kodierten Enzyme und Transportproteine keinen nennenswerten Einfluss beim Metabolismus
und Transport bei der ersten Darm- und Leberpassage haben. Dieses passt wiederum dazu, dass die

orale Bioverfligbarkeit von Torasemid insgesamt recht hoch ist.

Zum anderen konnte der fehlende Nachweis der Erblichkeit ein Indiz dafiir sein, dass die orale
Bioverfugbarkeit von Torasemid vor allem durch &uflere Umweltfaktoren beeinflusst wird.
Widersprichlich ist jedoch, dass sich bei Berechnung der Erblichkeit der Variabilitdt nach oraler
Torasemidapplikation ein hoher genetischer Einfluss in dieser Arbeit sowie in weiteren

vorangegangenen Arbeiten nachweisen lasst.

Ein auslésender Faktor der diskrepanten Ergebnisse wird durch die kleine Studienpopulation der
Studienperiode 11, die nur die orale Dosierung beinhaltet, vermutet. Dadurch kam es zu einer breiten
Streuung der Ergebnisse und Zufélligkeiten wurden beglinstigt. Die hier dargestellte Studie ist als
erganzende Unterstudie erst nach Beginn der Hauptstudie begonnen worden und nicht alle Probanden
konnten flr diese Studie gewonnen werden. Zudem zeigten sich mittels Mann-Whitney-U-Testung der
erhobenen pharmakokinetischen Parameter fur Hydroxtorasemid nach oraler Dosierung statistisch

signifikante Unterschiede vor allem fur den priméren Parameter AUCins.

Bei Betrachtung der Strukturgleichungsmodellierung der absoluten oralen Bioverfligbarkeit fir
Torasemid wurde das CE-Modell favorisiert, was zu 36 Prozent fiir gemeinsam erlebte
Umweltfaktoren (C) und zu 64 Prozent fiir individuell spezifische Umweltfaktoren (E) steht. Jedoch
ist das AE-Modell, in dem genetische Effekte eine Rolle spielen, nur knapp bei fast identischen AIC
und p-Wert dem CE-Modell unterlegen. In dem AE-Modell werden additive genetische Effekte (A) zu
38 Prozent und individuell spezifische Umweltfaktoren (E) zu 62 Prozent beschrieben, womit sich
nach diesem Berechnungsverfahren ein Hinweis auf mogliche erbliche Faktoren finden lasst. Die
erschwerte Differenzierung zwischen gemeinsam erlebten Umweltfaktoren (C) und additiven
genetischen Effekten (A) hangt vor allem damit zusammen, dass die Gruppe der hier fur die
Differenzierung entscheidenden dizygoten Zwillinge vergleichsweise klein war. So konnte nicht
definitiv zwischen gemeinsamen Umweltfaktoren und additiven erblichen Faktoren unterschieden

werden.
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4.2 Die CYP3A4-Aktivitit

4.2.1 Pharmakokinetik von Midazolam

Midazolam ist eine vielfach genutzte Prifsubstanz, die die Aktivitat der Enzyme CYP3A4 sowie
CYP3AS5 widerspiegelt (Thummel et al. 1994; Kenworthy et al. 1999). Insbesondere bei Untersuchung
neuer Medikamente scheint Midazolam recht empfindlich anzuzeigen, ob das zu priifende
Medikament eine Enzymhemmung oder eine Enzyminduktion verursacht. Midazolam kann als
Testsubstanz so niedrig dosiert werden, dass es keine relevante Sedierung verursacht und dennoch im
Plasma und Urin beispielsweise mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie nachweisbar ist
(Carrillo et al. 1998). Zudem wird Midazolam primadr nur Gber Enzyme der CYP3A-Familie
verstoffwechselt, sodass bei oraler Gabe Rickschliisse auf die intestinale wie hepatische CYP3A4-
Aktivitdt moglich sind und bei intravendser Gabe Ruckschlisse auf die hepatische CYP3A4-Aktivitat
gezogen werden konnen. Das aus Midazolam entstehende Stoffwechselprodukt Hydroxymidazolam
wird in der Folge allerdings auch glukuronidiert (Thummel et al. 1994; Paine et al. 2000). Es existiert
eine weitere Anzahl von Testsubstanzen fir CYP3A4 und CYP3A5 (Kenworthy et al. 1999) wie
beispielsweise Triazolam, Alfentanil und Cortisol (Liu et al. 2007). Zudem wurde unter anderem
vielfach ein so genannter Erythromycin-Atemtest durchgefiihrt (Watkins et al. 1989). Daneben stehen
Alprazolam und Vinchristin als selektive Vertreter von CYP3AS5 (Liu et al. 2007). Als relativ neu
entdeckter selektiver Vertreter von CYP3A4 existiert die Substanz Bufalin (Ge et al. 2013).

In Tabelle 47 werden die in dieser Arbeit erhobenen Daten zur Pharmakokinetik von Midazolam nach
oraler Dosierung mit denen aus der Literatur verglichen. Die Parameter Cnax Sowie AUC wurden zum

besseren Vergleich jeweils auf eine Dosis von 1 mg normiert (kursiv).

Im Vergleich der Daten nach oraler Midazolamapplikation fallen eine in dieser Studie etwas geringere
AUCiys und eine etwas langere Halbwertszeit auf. Die Unterschiede sind dabei am ehesten durch
unterschiedliche analytische Methoden, abweichende Berechnungsverfahren, unterschiedliche

Studieneinschlusskriterien sowie z.T. sehr kleine Gruppengrdlien erklarbar.
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Tabelle 47 Vergleich publizierter Daten

Midazolamapplikation

mit eigenen Daten zur

Pharmakokinetik nach oraler

Referenz Eigene Studie Eigene (Thummel et  (Smith et al. (Heizmann et al.
Studie al. 1996) 1981) 1983)

Statistischer ~ Median Mittel Mittel Mittel Mittel

Parameter — gereich) +SD +SD +SD +SD

Dosis 1mg 1mg 2mg 10 mg 10 mg 20 mg

Crnax 4,7 4,9 k. A. 77,5 k. A. k. A.

[Hg/1] (1,5-10,5) +2,0 +278

Normiert auf 4,7 4,9 7,8

1 mg (1,5-10,5) +2,0 +28

tmax 0,5 0,62 k. A 0,74 k. A k. A

[h] (0,47-1,5) +0,23 +0,45

AUCint 0,59 0,64 k. A. 8,8 11,3 26,2

[mg*minl] 311 3) +0,25 +47 +36 +88

T?T:;“ie” auf 0,64 0,88 11 13
+0,25 +0,47 +0,36 +0,44

Cl 1,7 1,8 14 k. A. k. A k. A

[I/min] (0,77-3,3) + 0,64 +0,81

tyLambdaz[n] 2,4 2,6 k. A. 14 1,8 1,9

(1,4-7,2) +0,83 +1,1 +0,24 +0,39

Die in der vorliegenden Studie ermittelte absolute orale Bioverfligbarkeit von Midazolam ist analog zu

den in dieser Studie ermittelten Werten der absoluten oralen Bioverfiigbarkeit von Torasemid

ebenfalls niedriger als zu den in der Literatur publizierten Daten (siehe Tabelle 48).
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Tabelle 48 Vergleich publizierter Daten mit eigenen Daten der oralen Bioverfugbarkeit von Midazolam

Referenz Eigene (Penti- (Allonen (Smith (Heizmann et al. (Thummel (Kupfer-
Studie  kainen etal. etal. 1983) etal. 1996) schmidt et
etal. 1981) 1981) al. 1995)
1989)
Statistischer Mittel k. A. k. A. Mittel Mittel Mittel Mittel
Parameter —, gp £SD  +SD + 5D + 5D
Dosis
Oral 1mg 15 mg 7,5mg 10 mg 10 mg 20 mg 2mg 15 mg
Intravends 02mg 75mg 0,08 5mg 0,15 0,15 1mg 5mg
mg/kg
mg/kg mg/kg
Orale Bio- 24,5 38 44 38 46 48 30 24

verfugbarkeit , . o +12 +11 +12 +10 +3

[Prozent]

Grundsétzlich missen hier duBere Faktoren berticksichtigt werden wie beispielsweise unterschiedliche
Bioverfugbarkeit der unterschiedlichen oralen Praparate oder unterschiedliche Studiendesigns mit
unterschiedlichen Ein- und Ausschlusskriterien, die diese Variationen bedingen kdnnten. Weiterhin
spielen analytische Methoden bei der Bestimmung der Parameter eine Rolle. Insgesamt lasst sich aber
feststellen, dass die absolute orale Bioverfligbarkeit von Midazolam niedrig ist, was sich

Ubereinstimmend in der Literatur nachvollziehen l&sst.

4.2.2 Erblichkeit der Pharmakokinetik von Midazolam

Fir die Variation der Pharmakokinetik von Midazolam nach oraler Applikation konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass genetische Effekte eine eher untergeordnete Rolle spielen. In der Literatur
lassen sich zu dieser Frage sehr weit divergierende Ergebnisse finden. Im Ergebnisteil 3.2. wurden die
Haufigkeiten der bekannten Genvarianten des CYP3A4-Polymorphismus aufgelistet. Es konnten 72
Probanden mit einer normalen Enzymaktivitét detektiert werden (CYP3A4-Genotypen *1/*1, *1/*1b),
was einem Anteil an 97,3 Prozent aller hier untersuchten Probanden entsprach; zwei Probanden waren
Tréger der Genvariante mit bekannt niedriger Enzymaktivitat (CYP3A4-Genotypen *1/*22), was

einen Anteil von 2,7 Prozent der hier untersuchten Studienpopulation ausmachte.
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4.2.2.1 Erblichkeit der CYP3A4-Aktivitdt

Die CYP3A4-Aktivitat unterliegt einer groRen interindividuellen Variabilitat, sodass es mehr als nur
einen genetischen Einfluss geben muss (Wilkinson 1996). Dennoch existieren einige Studien, in denen
auf eine hohe Erblichkeit der Aktivitit von CYP3A geschlossen wurde. In einer der ersten
Untersuchungen dieser Art liel? sich mittels einer Zwillingsstudie eine hohe Erblichkeit von 88 Prozent
fir den Metabolismus des CYP3A4-Substrats Phenazon (Antipyrin) zeigen (Penno et al. 1981). In
einer Metaanalyse von 16 Studien mit insgesamt 161 Probanden konnte mittels wiederholter Gabe von
insgesamt 10 unterschiedlichen CYP3A4-Substraten eine Erblichkeit zwischen 14 und 99 Prozent je
nach Substanz und Studie gezeigt werden. Fur Midazolam nach intravendser Applikation zeigte sich
beispielweise eine Erblichkeit von 96 Prozent (Ozdemir et al. 2000). In einer weiteren Zwillingsstudie
wurde Chinin als CYP3A4-Substrat mit einem Johanniskrautpréparat zur CYP3A4-Induktion
kombiniert, um den Einfluss von genetischen und nicht-genetischen Faktoren in der Variabilitét von
CYP3A4 zu untersuchen. Hierbei wurde mittels Strukturgleichungsmodellierung der induzierten
CYP3A4-Aktivitat ein Einfluss durch additive genetische Faktoren zu 66 Prozent beschrieben. Daten
zum Einfluss der nicht-induzierten CYP3A4-Aktivitat wurden jedoch nicht verdffentlicht (Rahmioglu
et al. 2011). In einer Studie mit 26 gesunden Probanden liel sich jedoch zeigen, dass erbliche
Varianten von CYP3A4 und CYP3A5 nur einen geringen Einfluss auf den CYP3A-Midazolam-
Metabolismus austiben (He et al. 2005). Es lasst sich folglich ein Anteil an erblichen Faktoren in der
Variabilitat von CYP3A4 zeigen, der jedoch im Vergleich der Studien untereinander nicht konsistent
ist. Es bestehen bereits mehrere Hinweise, dass genetische Polymorphismen einen Einfluss auf die
Aktivitat von CYP3A4 haben, jedoch konnte noch kein wirklich relevanter Polymorphismus detektiert
werden (Klein und Zanger 2013). Als erster CYP3A4-Polymorphismus wurde der CYP3A4*1b-
Polymorphismus bekannt, der mit einer Frequenz von 2 bis 9 Prozent in der kaukasischen
Bevolkerung vertreten ist (Rebbeck et al. 1998). In Bezug auf die In-vivo-Indikatorsubstanz
Midazolam ergaben sich jedoch keine Hinweise auf eine reduzierte Enzymaktivitat (Miao et al. 2009).
Im Gegensatz dazu existiert als weitere Variante der CYP3A4*22-Polymorphismus, der mit einer
erniedrigten Enzymaktivitdt in Bezug auf Midazolam einhergeht (Wang et al. 2011; Elens et al. 2011a;
Elens et al. 2011b).

In der wvorliegenden Arbeit konnte fir Midazolam nach oraler Applikation mittels
Erblichkeitsberechnungen von Falconer und Vesell keine Erblichkeit nachgewiesen werden. Ebenso
zeigte sich in der Strukturgleichungsmodellierung mittels CE-Modell kein Anhalt fiir eine grofe
Bedeutung genetischer Faktoren. Allerdings konnte ein zweites Modell, welches sich nicht erheblich
vom CE-Modell unterschied, eine additive Erblichkeit von etwa 65 Prozent zeigen. Ahnliche

Ergebnisse zeigten sich in den Géttinger Daten zur Erblichkeit nach intravendser Dosierung von
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Midazolam. Nach intravendser Midazolamapplikation lieRen sich mittels
Strukturgleichungsmodellierung 80 Prozent der Variation des CYP3A4-Metabolismus durch
individuell erlebte Umwelteinflisse und 20 Prozent durch additive genetische Effekte erklaren.
Aufgrund dhnlicher AIC- und p-Werte wurde jedoch ebenfalls ein weiteres Modell diskutiert, in dem

sich letzlich kein Nachweis auf erbliche Einfliisse berechnen lieR (Strube 2015).

Wie schon bei Torasemid dargestellt, ist bei der begrenzten Fallzahl insbesondere der dizygoten
Zwillinge und den nicht sehr weit auseinanderliegenden Werten fur das Akaike-Kriterium (siehe
Tabelle 36) nicht definitiv zwischen gemeinsamen Umweltfaktoren und additiven erblichen Faktoren
zu unterscheiden. Auffallig war auch, dass die hier erhobenen pharmakokinetischen Parameter nach
oraler Midazolamapplikation im statistischen Vergleich mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests zwischen
den Gruppen der monozygoten und dizygoten Zwillinge bis auf den Parameter t v, Lambda > Signifikante
Unterschiede zeigten. Dies konnte zuféllig bedingt sein, was wiederum die Interpretation der
Ergebnisse erschwert.

Nach oraler Dosierung spielen die gastrointestinale Motilitét, die intestinale Absorption und der
Darmstoffwechsel eine groRBe Rolle. Bereits bekannt ist das Vorkommen des CYP3A4-Enzyms in der
Darmwand, welches den First-Pass-Effekt dadurch zum Teil bedingt (de Waziers et al. 1990; Lown et
al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass die CYP3A4-Aktivitat in der Darmwand bereits grofe
Auswirkung auf die Metabolisierungsrate von Midazolam hat und dabei grof3e interindividuelle
Variationen bestehen (Gorski et al. 1998). Dariiber hinaus existieren weitere bisher nicht hinreichend
erforschte Faktoren, sodass sich der Anteil der unbekannten genetischen und nicht-genetischen
Faktoren nach oraler Absorption erneut vergroRert (Galetin et al. 2010). Nach intravendser
Applikation spielen diese Mechanismen keine Rolle und kdénnten somit zu unterschiedlichen

Ergebnissen fuhren.

Als weiterer Faktor muss berucksichtigt werden, dass in einigen vorherigen Studien Substanzen mit
unterschiedlicher CP3A4- und CYP3A5- Selektivitat verwendet wurden, was zu uneinheitlichen

Ergebnissen gefiihrt haben kann.

Es konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit mittels multipler Regressionsanalyse ein erblicher
Einfluss der CYP3A4*22-Variante auf die AUCix nach oraler Applikation gezeigt werden. Im
Vergleich zu bisher noch nicht publizierten Géttinger Daten nach intravendser Midazolamapplikation
kann hier ein &hnliches Ergebnis gefunden werden. Zusétzlich zu dem genetischen Einfluss der
CYP3A4*22-Variante konnten nach intravendser Applikation noch weitere signifikante Einfllsse

durch exogene Faktoren wie Geschlecht, Gewicht und der Gebrauch von hormonellen Kontrazeptiva
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detektiert werden. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nach oraler Applikation nicht ermittelt
werden. Jedoch weisen die niedrigen Korrelationen der pharmakokinetischen Marker untereinander

daraufhin, dass es weitere Einflisse auf das Enzym CYP3A4 geben muss.

In Hinblick auf den Metaboliten Hydroxymidazolam nach oraler Dosierung liel sich mittels
Berechnung nach Falconer und Vesell im Vergleich zur Ausgangssubstanz Midazolam fir die AUCiqt
eine geringe Erblichkeit nachweisen (H? ® = 0,42 und H?> ™ = 0,28). In der Strukturmodellierung
ergaben sich unter strenger Einhaltung der Regeln fur die Entscheidungsfindung (kleinster Wert fiir
das Akaike-Kriterium bei nicht signifikantem Unterschied zum geséttigten Modell) keine starken
Hinweise auf genetische Einfllisse, wobei das gewahlte Modell sich nicht wesentlich von dem
geséttigten Modell unterschied und daher eine Erblichkeit von bis etwa 65 Prozent auch nicht ganzlich

ausgeschlossen werden kann.

AbschlieBend l&sst sich zusammenfassen, dass die Aktivitit von CYP3A4 wohl aus einem
multifaktoriell bedingten Zusammenspiel von mehreren Genen, Gen-Gen-Interaktionen und
Umweltfaktoren resultiert, wobei in dieser Arbeit eine geringe Bedeutung der genetischen Effekte

beigemessen wurde.

4.2.3 Erblichkeit der absoluten oralen Bioverfiigbarkeit (F) von Midazolam

Die Darmwand ist fur viele Arzneimittel bereits ein zentrales Organ fir erste
Metabolisierungsvorgange. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass der intestinale
Arzneimittelstoffwechsel und damit die prasystemische Elimination die orale Bioverfiigbarkeit
signifikant mindern kann. Das Enzym CYP3A4 ist mit ca. 80 Prozent unter allen Cytochrom-P450-
Enzymen das am haufigsten detektierte Enzym in der Darmwand (de Waziers et al. 1990; Paine et al.
2006). Obwohl nur etwa 1 Prozent aller CYP3A4-Enzyme in der Darmwand exprimiert werden,
konnte fur dieses Enzym ein signifikanter Einfluss auf den intestinalen First-Pass-Effekt nachgewiesen
werden. In einer pharmakokinetischen Analyse nach oraler und intravendser Midazolamapplikation
zeigte sich, dass die absolute orale Bioverfugbarkeit von Midazolam durch den intestinalen (Mittel 43
Prozent + 24 Prozent) sowie hepatischen (Mittel 44 Prozent £ 14 Prozent) Metabolismus bedingt ist
(Paine et al. 1996; Thummel et al. 1996). In einer weiteren Arbeit konnte bei zehn
lebertransplantierten Patienten und damit Ausschluss des hepatischen Metabolismus ebenfalls ein
hoher und vergleichbarer intestinaler Metabolismus (43 Prozent + 18 Prozent) gezeigt werden (Paine
et al. 1996). Damit konnte die niedrige absolute orale Bioverfligharkeit von Midazolam durch
Stoffwechselvorgange, die bereits im Darm ablaufen, erklart werden. In den beiden genannten Studien

zeigten sich zudem intraindividuell bedingte Variationen der oralen Bioverfligbarkeit, die
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unterschieden nach hepatischer Extraktion zwischen 22 und 76 Prozent und nach intestinaler
Extraktion zwischen 0 und 77 Prozent bei gesunden Probanden und zwischen 14 und 59 Prozent bei
Patienten nach Lebertransplantaton variierten (Thummel et al. 1996; Paine et al. 1996). In einer
weiteren Untersuchung der Anzahl der intestinalen CYP3A4-Enzyme in 20 Biopsaten des
menschlichen Duodenums konnte eine 11-fache Variabilitat fur die intestinale CYP3A4-Expression
detektiert werden (Lown et al. 1994), was in weiteren Studien bestatigt werden konnte (Paine et al.
1997). Dies ist einer von vielen ursachlichen Faktoren fiir die intraindividuelle Variation der absoluten
oralen Bioverfiigbarkeit von Midazolam, was sich ebenfalls in dieser Arbeit zeigen liel3. Es existieren,
wie bereits ausgefihrt, viele genetische Polymorphismen des Enzyms CYP3A4, wobei in dieser Arbeit
nur fir die Variante CYP3A4*22 ein Hinweis auf eine verminderte Enzymaktivitat zu finden war. Es
lieR sich analog zu den hepatischen CYP3A4-Enzymen jedoch bisher kein relevanter Polymorphismus
mit Einfluss auf die intestinale CYP3A4-Expression detektieren (Floyd et al. 2003; Mouly et al. 2005).
Auch in einer jingsten Studie konnte kein Nachweis von intestinaler CYP3A4*22 Expression
gefunden werden (Wang und Sadee 2016). In der vorliegenden Arbeit lieB sich mittels
unterschiedlichster Erblichkeitsberechnungen fir die absolute orale Bioverfugbarkeit von Midazolam
kein Hinweis auf genetische Einflisse feststellen. In der Literatur lieRen sich keine direkt
vergleichbaren Erblichkeitsberechnungen der oralen Bioverfligbarkeit finden. Jedoch kann bei
Betrachtung der intestinalen Aktivitat der CYP3A4-Enzyme ein indirekter Riickschluss auf die orale
Bioverflgbarkeit gezogen werden. Somit lassen sich vergleichbare Ergebnisse finden.

In der folgenden Abbildung 23 werden die arithmetischen Werte von F fur Midazolam unterteilt nach

den bekannten Genvarianten veranschaulichend dargestellt.

100

75

50

i '

CYP3A4*1*1 CYP3A4*1*1b  CYP3A4*1*22

Prozent

Abbildung 23 F von Midazolam, unterteilt nach bekannten Genvarianten
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Auffallig ist der etwas hohere Anteil der Bioverfligbarkeit bei der Genvariante CYP3A4*1*22, fur die
in dieser Arbeit ein Hinweis auf eine verminderte Enzymaktivitat zu finden war. Jedoch sind
insgesamt nur zwei Probanden mit dieser Genvariante in dieser Studie detektiert worden, sodass von

einem zufallig hohen Wert auszugehen ist (siehe Abbildung 23).

Zur Beschreibung der Einflisse von F fur Midazolam mussen zudem vor allem nicht-genetische
Faktoren beachtet werden. So lieB sich in einer vergleichenden Studie zwischen oral und intravends
appliziertem Midazolam ein Einfluss des Inhibitors Ketokonazol vor allem auf die Clearance des oral
verabreichten Midazolams zeigen (Tsunoda et al. 1999). Weitere Einfllisse auf die orale
Bioverfugbarkeit insbesondere flir Midazolam sind fiir Nahrungsmittel bekannt. Grapefruitsaft erhéht
beispielsweise die orale Bioverfiigbarkeit nach oral appliziertem Midazolam. Die Substanzen aus dem
Grapefruitsaft erreichen im Wesentlichen nur die Darmschleimhaut, sodass nur der Membrantransport
und der Metabolismus in der Darmschleimhaut davon betroffen sind. In einer Untersuchung hierzu
wurde acht gesunden mannlichen Probanden 15 mg Midazolam oral sowie 5 mg Midazolam
intravends verabreicht. Begleitend erhielten die Probanden Wasser oder Grapefruitsaft. Nach
intravendser Midazolamapplikation lieRen sich keine Unterschiede auf die Pharmakokinetik von
Midazolam nach Wasser oder Grapefruitsaft detektieren; nach oraler Midazolamapplikation kam es
jedoch zu einem signifikanten Anstieg der oralen Bioverfligbarkeit nach Grapefruitsaft (35 Prozent + 3
Prozent) gegentber Wasser (24 Prozent £ 3 Prozent) (Kupferschmidt et al. 1995). Fir das
Nahrungsergénzungsmittel Johanneskraut l&sst sich ebenfalls ein Einfluss auf die intestinale CYP3A4-
Aktivitat nachweisen, was in einer Studie mit zwolf gesunden Probanden zu einem Absinken der
oralen Bioverfugbarkeit von 28 Prozent + 0,15 auf 17 Prozent + 0,06 gefiihrt hat. Einflisse nach
intravendser Midazolamapplikation lieRen sich auch in diesem Fall nicht zeigen (Wang et al. 2001). In
der vorliegenden Studie wurde durch Verhaltens- und Erndhrungsvorschriften versucht, diese

bekannten nicht-genetischen Effekte einzudammen.

In Hinblick auf nicht-erbliche Faktoren kodnnte es bedeutsam sein, noch mehr als bisher
Umweltfaktoren wie die Erndhrung in Zusammenhang mit CYP3A4 zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang wird dem Fachgebiet der Epigenetik, welches sich mit Einflussfaktoren auf die Gene
und deren Funktion beschéftigt, die nicht auf Mutation beruhen, eine immer gréRere Bedeutung
beigemessen. Mittels DNA-Methylierung oder Modifikation von Histonen wird, ohne dass die DNA-
Sequenz verandet wird, gesteuert, welche Genfunktionen abgerufen, moduliert oder abgeschaltet
werden. Diese epigenetischen Veranderungen werden im Laufe des Lebens erworben und bei der
Zellteilung auf die Tochterzellen tbertragen (Bird 2007). In einer epigenetischen Studie aus dem Jahre
2012 wurden DNA-Methylierungsprofile aus Nabelschnurblut sowie Plazentagewebe von 22

monozygoten und 12 dizygoten Zwillingen erstellt. Uberraschend dabei war, dass sich nicht nur bei
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den dizygoten, sondern auch bei den monozygoten Zwillingen deutliche Unterschiede im
Methylierungsmuster ergaben Dabei konnte nicht festgestellt werden, warum es zu diesen
Unterschieden kam (Gordon et al. 2012). Dies bedeutet, dass der Einfluss von Umweltfaktoren bereits
waéhrend der Entwicklung im Mutterleib relevant sein koénnte. Fragen, inwiefern epigenetische
Verdnderungen auch die Aktivitat von Arzneimittel-metabolisierenden Transportern und Enzymen
beeinflussen und welche Ansédtze sich daraus fur die personalisierte Medizin ergeben, bieten

Grundlage fiir weiterfiihrende Studien.

Dartiber hinaus sollte auch der Einfluss des menschlichen Mikrobioms nicht in seinem Stellenwert
unterschétzt werden. In einer Probandenstudie wurde vor und nach Einnahme des Analgetikums
Paracetamol die Blutkonzentration von p-Cresol gemessen, einem Abbauprodukt unterschiedlichster
Darmbakterien des menschlichen Mikrobioms. In der Studie liel sich zeigen, dass bei Probanden mit
einer bereits vor der Einnahme von Paracetamol signifikant erhéhten Konzentration des p-Cresols, das
Paracetamol nur teilweise verstoffwechselt wurde. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Bakterien der
Darmschleimhaut Metaboliten produzieren, die bereits am Arzneimittelmetabolismus beteiligt sein
konnen. Damit wird deutlich, dass der intestinale Arzneistoffmetabolismus nicht nur durch
Transporter und Enzyme beeinflusst wird (Clayton et al. 2009). In einer englischen Zwillingsstudie
mit 1126 Zwillingspaaren liel sich dariiber hinaus zeigen, dass es genetische Zusammenhéange gibt,
welche Darmbakterien sich in der Darmflora ansiedeln. Dabei liel? sich beispielsweise zeigen, dass ein
erhohtes Vorkommen einer Genvariation im LCT-Gen, welches das Enzym Laktase kodiert, mit einem
erhdhten Vorkommen sogenannter Bifidobakterien assoziiert ist (Goodrich et al. 2016). In welcher
Weise beispielsweise auch der CYP3A4-Metabolismus durch das menschliche Mikrobiom beeinflusst

wird, bietet Grundlage weiterfiihrender Studien.

4.3 Diskussion der Methoden der Erblichkeitsberechnung

Das Konzept der klassischen Zwillingsstudie ermdglicht es, die Ausprdgung eines phanotypischen
Merkmals zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen zu vergleichen. Ziel dabei ist es, den
erblichen und nicht-erblichen Anteil des Merkmals abzuschédtzen (Boomsma et al. 2002). In dieser
Studie wurden 58 monozygote und 16 gleichgeschlechtlich dizygote Zwillinge eingeschlossen und
beziiglich der Aktivitaten einiger pharmakokinetischer Parameter miteinander verglichen. Um die
Ergebnisse der Zwillingsstudie mit der Allgemeinbevélkerung vergleichen zu kénnen, missen einige

Voraussetzungen erfullt werden (Rijsdijk und Sham 2002).

Eine zu erfullende Voraussetzung der klassischen Zwillingsstudie ist, dass monozygote und dizygote

Zwillinge den gleichen Umweltfaktoren ausgesetzt sein sollten. Monozygote Zwillinge entstehen aus
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einer einzelnen befruchteten Eizelle. Neben ihren Genen teilen sie sich ebenso die von aul3en auf sie
einwirkenden Faktoren. Dizygote Zwillinge sind sich dagegen in ihren Genen nur zu 50 Prozent
ahnlich, wachsen aber ebenfalls, und das unterscheidet sie von ,,normalen” Geschwistern, in der
gleichen Umgebung, bei derselben Familie, im gleichen Alter auf (Boomsma et al. 2002). Dass Miitter
monozygote Zwillinge aufgrund ihrer Ahnlichkeit anders behandeln als dizygote Zwillinge und es
damit zu einer Fehleinschatzung der Erblichkeit kommt, konnte in Studien widerlegt werden (Rijsdijk
und Sham 2002). Jedoch scheint das gemeinsame Aufwachsen nicht ein grundlegender Faktor fur eine
ahnliche Entwicklung zu sein. In der in den 1990er Jahren durchgefiihrten Minnesota Studie wurden
monozygote Zwillinge aufgespurt, die seit der Geburt getrennt voneinander aufgewachsen sind. Es
zeigte sich, dass die phanotypische Auspragung der getrennt voneinander aufwachsenden Zwillinge
ahnlich hoch war wie bei im Vergleich hinzugezogener gemeinsam aufwachsender Zwillinge
(Bouchard et al. 1990).

Eine weitere VVoraussetzung der klassischen Zwillingsstudie besagt, dass fir das untersuchte Merkmal
nur sehr wenige bis keine Interaktionen zwischen Umweltfaktoren und Genen vorliegen sollten. In der
Praxis ist es jedoch sehr schwierig, einen Einfluss von Umweltfaktoren auf die untersuchte
Genaktivitdt auszuschlieBen. Mittels multipler Regressionsanalyse lassen sich einige Hinweise auf
mogliche konkurrierende Umweltfaktoren finden. Zudem finden sich unterschiedliche Korrelationen
im Vergleich zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen, sodass sich mdgliche Interaktionen

im Mittel ausgleichen.

Zuletzt sollte erflllt sein, dass sich Zwillinge nicht von der generellen Population unterscheiden.
Dabei ist bekannt, dass Zwillinge im Vergleich zu Nicht-Zwillingen im Schnitt friiher geboren
werden, ein leichteres Geburtsgewicht vorweisen und in der ersten Phase des Lebens haufigere und
langere Krankenhausaufenthalte bestehen (Chambers et al. 2014). Im Verlauf des Lebens heben sich
diese Ungleichheiten jedoch auf (Rijsdijk und Sham 2002). Die in der vorliegenden Studie erhobenen
pharmakokinetischen Parameter von Zwillingen wurden mit Daten aus der Literatur von Probanden,

die keine Zwillinge waren, verglichen. Hierbei konnten vergleichbare Werte gefunden werden.

Zur Berechnung der Erblichkeit existieren unterschiedlichste Methoden, die im Wesentlichen auf die
Korrelationen der monozygoten und dizygoten Zwillinge zurtickzufiihren sind. Die seit vielen Jahren
etablierten Berechnungen nach Falconer und Vesell lassen mittels einfacher Formeln (H? ® =2*[rMZ-
rDZ] und H? V) = [rMZ-rDZ] / [1-rDz]) Riickschliisse auf mdgliche erbliche Zusammenhénge zu
(Falconer und Mackay 1996; Vesell 1978, Vesell 1989). Zur Beriicksichtigung von Umweltfaktoren
und erblichen Faktoren kdnnen komplexere Methoden wie Strukturgleichungsmodellierungen

herangezogen werden, in der genetisch additive Einflisse (A), dominante Effekte (D), gemeinsam
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erlebte Umweltfaktoren (C) und individuell spezifische Umweltfaktoren (E) als latente Variablen
berechnet werden kdnnen (Rijsdijk und Sham 2002). Die angesprochenen Methoden wurden in der
vorliegenden Arbeit angewendet und konnten vergleichbare Werte der Erblichkeit in der Aktivitat von
OATP1B1, CYP2C9 sowie CYP3A4 nachweisen.

Die Pearson-Korrelationkoeffizienten der AUCiys hach oraler und intravendser Torasemidgabe zeigten
sich bei den monozygoten Zwillingen insgesamt sehr hoch (rmz ora=0,82; r'mz intravenss=0,84). Nach
oraler Torasemiddosierung zeigte sich der Pearson-Korrelationskoeffizient der dizygoten Zwillinge
vergleichsweise niedrig (roz oa=0,61), was bereits als Hinweis auf einen groflen Anteil des erblichen
Einflusses diskutiert wurde. Nach Berechnung des Pearson-Korrelationskoeffizienten der dizygoten
Zwillinge nach intravendser Dosierung zeigte sich eine héhere Korrelation als bei den monozygoten
Zwillingen nach intravendser Dosierung (foz intravenss = 0,86). Anzumerken ist hierbei, dass nur die
pharmakokinetischen Daten der Probanden der intravendsen Dosierung einbezogen wurden, die auch
die orale Dosierung erhalten haben (74 Probanden). Aufgrund der kleinen Fallzahl, vor allem der
dizygoten Zwillinge, kam es dadurch zu einer ungenaueren Schatzung des Pearson-
Korrelationskoeffizienten. Vergleicht man diese Daten mit bereits publizierten Daten der alleinigen
Betrachtung der intravendsen Torasemidapplikation mit 116 Probanden, so konnte eine hohere
Korrelation bei den monozygoten als bei den dizygoten Zwillingen gezeigt werden (rvz intravenss=0,88;
oz inravenss=0,58) (Matthaei et al. 2015). Dies unterstiitzt die These, dass die in dieser Arbeit
berechneten héheren Korrelationen der dizygoten Zwillinge nach intravendser Applikation durch die

niedrige Fallzahl bedingt sein miissen.

Die Prézision der Korrelationen nach oraler Torasemiddosierung lasst sich fur die monozygoten
Zwillinge relativ hoch schatzen (95%-Konfidenzintervall nach oraler Torasemiddosierung: 0,65-0,91).
Bei den dizygoten Zwillingen zeigen sich hingegen nach oraler Torasemiddosierung relativ breite
95%-Konfidenzintervalle (nach oraler Torasemiddosierung: -0,17-0,92), was wiederum durch die

kleine Fallzahl der diyzgoten Zwillinge erklarbar ist.

Bei Betrachtung der Korrelationen der AUCin; des Metaboliten Hydroxytorasemid lasst sich nach
oraler Applikation eine héhere Korrelation der dizygoten im Vergleich zu den monozygoten Zwillinge
feststellen (rmz oa=0,78; rpz 0ra=0,89), was ebenfalls durch die kleine Fallzah bedingt ist. Die
Genauigkeit der Korrelation der monozygoten Zwillinge muss hierbei aufgrund des schmalen 95%-
Konfidenzintervalls (0,57-0,89) als préziser angesehen werden als bei der Korrelation der diyzgoten
Zwillinge (95%-Konfidenzintervall 0,49-0,98). Betrachtet man die Werte von Hydroxytorasemid nach
intravendser Applikation, so zeigt sich allerdings hier eine héhere Korrelation der monozygoten

Zwillinge (rvz inravenss=0,89) gegentber der dizygoten Zwillinge (roz intravenss=0, 50).

109



Diskussion

Nach oraler sowie intravendser Midazolamgabe zeigte sich kein auffélliger Unterschied zwischen
monozygoten und dizygoten Korrelationen (rvz ora=0,66; r'mz intravenss=0,66 gegeniber rpz ora=0,66; rpz
inravenss=0,32). ES ergaben sich jedoch nach oraler Midazolamapplikation signifikante Unterschiede
beziiglich der untersuchten Parameter zwischen den monozygoten und dizygoten Zwillingen. Durch
die verhéltnismaRig kleine Gruppe der dizygoten Zwillinge (n= 14) wurden zudem Zufélligkeiten
begunstigt, was auf mdgliche Fehleinschatzungen der erblichen und umweltbedingten Einfliisse
hinweisen konnte. Dies wiederum erschwerte, einen prazisen Korrelationskoeffizienten fir die
Berechnung nach Falconer, Vesell und mittels Strukturgleichungsmodellierung zu ermitteln. Dies
spiegelt sich in den sehr breiten 95-Prozent-Konfidenzintervallen wider (95%-Konfidenzintervall nach
oraler Midazolamdosierung der dizygoten Zwillinge: -0,18-0,94 gegenliber der monozygoten
Zwillinge: 0,39-0,83). Ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen monozygoten und dizygoten

Zwillingen ware winschenswert gewesen.

Fur den Metaboliten Hydroxymidazolam zeigen sich nach oraler Applikation im Vergleich zur
Ausgangssubstanz Midazolam nach oraler Applikation niedrigere Korrelationen (rmz oa=0,47;
rozora=0,26). Auch hier liegen breite 95-Prozent-Konfidenzintervalle vor, sodass von einer breiten
Streuung der Werte auszugehen ist.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit liel3 sich zeigen, dass die Variabilitaten der pharmakokinetischen Parameter
von Torasemid sowohl nach oraler als auch intravendser Applikation durch erbliche Faktoren
beeinflusst werden. Jedoch konnte nur weniger als die Hélfte der erblichen Faktoren durch bekannte
Polymorphismen erklart werden. Dabei spielte vor allem das Transportprotein OATP1B1 eine groRe
Rolle. Nach oraler Dosierung lielen sich einige Hinweise finden, dass Varianten im CYP2C9-
Polymorphismus einen etwas grofieren Einfluss haben kdnnten als nach intravenéser Applikation. In
Hinblick auf die ermittelte absolute orale Bioverfligbarkeit von Torasemid lieR sich jedoch kein
Hinweis auf einen Einfluss erblicher Faktoren finden, was durch die bekannte hohe orale

Bioverfugbarkeit von Torasemid bedingt sein kdnnte.

Bei Betrachtung der Priufsubstanz von Midazolam nach oraler und intravendser Applikation gab es in
der Literatur einige Hinweise darauf, dass erbliche Faktoren einen Einfluss ausiiben. Jedoch gibt es
bislang keine Genvarianten, mit deren Bestimmung sich die Midazolam-Pharmakokinetik genau
voraussagen liee. Vielmehr missen ebenso nicht-erbliche Faktoren wie mogliche epigenetische
Verénderungen oder der Einfluss des menschlichen Mikrobioms untersucht werden, was Anhalt fiir

weitere pharmakokinetische Studien bietet.
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Eine allgemeine Problematik der gesamten Untersuchung war, dass eine sehr viel groRere Anzahl
monozygoter Zwillinge als dizygoter Zwillinge eingeschlossen wurde. Dies lag zum einen daran, dass
nur gleichgeschlechtlich dizygote Pérchen in die Studie eingeschlossen wurden. Eine weitere
Problematik der Studie stellte die Studienperiode Il dar, in der sehr viel weniger Probanden im
Vergleich zur Studienperiode | teilnahmen und dadurch die Aussagekraft der pharmakokinetischen
Parameter nach oraler Dosierung eingeschrankt wurde. Die Fallzahl dieser Studie war dennoch

deutlich hoher als in vielen anderen bekannten Zwillingsstudien.

Es zeigten sich sowohl nach oraler Torasemid- als auch nach oraler Midazolamapplikation Hinweise
auf erbliche Faktoren, die nur nach oraler Applikation auftraten. Jedoch lieRen sich nach oraler
Dosierung beider Prifsubstanzen keine sicheren erblichen Faktoren erfassen. Da in der Medizin
bekanntermalen die meisten Medikamente oral verabreicht werden, bietet dies Anhalt weitere Studien
durchzufuhren, um so ein besseres Verstandnis der Variabilitdt in der Pharmakokinetik und damit
einhergehend auch in den Wirkungen und Nebenwirkungen nach oraler Verabreichung zu erlangen.
Denn wie bereits der Mainzer Pharmakologe Prof. Gustav Kuschinsky deutlich gemacht hat
(Kuschinsky 2016, S. 23), ist die Erforschung der Ursachen von Wirkung und Nebenwirkungen von
Arzneimitteln weiterhin eine zentrale Aufgabe der pharmakologischen Forschung und so ein wichtiger
Schritt in Richtung einer individualisierten Medizin.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die erblich und nicht-erblich bedingten Unterschiede in der Aktivitat des
Transporters OATP1B1 sowie der CYP-Enzyme CYP2C9 und CYP3A4 im Vergleich zwischen oraler
und intravendser Dosierung zu untersuchen. Grundlage hierfur war eine offene, nicht randomisierte
pharmakokinetische und pharmakogenetische Arzneimittelstudie nach dem Konzept der klassischen
Zwillingsstudie. Es wurden insgesamt 58 Zwillinge in die Studie eingeschlossen. Die Studie bestand
aus zwei Studienperioden. In der Studienperiode | erfolgte die intravendse Applikation, in der
Studienperiode 11 die orale Applikation. An der Studienperiode Il nahmen von den 58 Zwillingspaaren
37 Paare teil, wovon 29 monozygot und 8 gleichgeschlechtlich dizygot waren.

Jedem Probanden wurden wéhrend der Studienphasen jeweils die Prufsubstanz Torasemid (als
Testsubstanz fur OATP1B1 und CYP2C9) sowie Midazolam (als Testsubstanz fir CYP3A4)
verabreicht; in der Studienperiode | intravends und in der Studienperiode 1l per os. Durch Messen der
Konzentration der Medikamente im Blutplasma und im Urin zu festgelegten Zeitpunkten ber einen
Zeitraum von 24 Stunden nach Einnahme konnten Ruckschllsse auf die In-vivo-Aktivitat dieser
Transporter bzw. Enzyme gezogen werden. Mithilfe von Konzentrations-Zeit-Kurven wurde der
primére Parameter AUCin (Flache unter der Kurve von Null bis Unendlich) zur Aktivitatsmessung des
Transporters OATP1B1 sowie der Enzyme CYP2C9 und CYP3A4 vergleichend nach oraler und
intravenoser Dosierung herangezogen. Zur Ermittlung der Erblichkeit wurden verschiedene Verfahren
(Berechnung  der  Korrelationskoeffizienten ~ monozygoter  und  dizygoter  Zwillinge,
Erblichkeitsberechnungen nach Faloner und Vesell, Strukturgleichungsmodellierung) angewendet.

In der Variation der Aktivitat des Transporters OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9 konnte in dieser
Arbeit nach oraler Applikation der In-vivo-Indikatorsubstanz Torasemid ein hoher erblicher Anteil
detektiert werden. Dieser erbliche Anteil lieB sich jedoch nur zu 47,6 Prozent durch bekannte
Genvarianten des Transporters OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9 erkléren. Im Vergleich zwischen
oraler und intravendser Dosierung zeigte sich in dieser Arbeit die Tendenz, dass Genvarianten von
CYP2C9 nach oraler Dosierung einen geringfugig groReren Einfluss auf den Metabolismus von
Torasemid haben konnten als nach intravendser Dosierung. Dabei sollten jedoch die groflen
interindividuellen Unterschiede in der Expression und damit Aktivitat des intestinalen CYP2C9-
Enzyms vermehrt mit einbezogen werden, was Grundlage fir weiterfuhrende Studien bietet. Fir die
absolute orale Bioverfugbarkeit (F) von Torasemid lie sich keine Erblichkeit nachweisen.

Insbesondere ergab sich kein statistisch signifikanter Einfluss von bekannten Genvarianten des
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OATP1B1-Polymorphismus sowie der CYP2C9-Genvarianten, was aber auch mit der Seltenheit

einiger der Genvarianten zusammenhéngen dirfte.

In der Variation der Aktivitdit des Enzyms CYP3A4 ergaben sich in dieser Arbeit nach oraler
Dosierung keine statistisch signifikanten Hinweise auf bedeutende erbliche Einflisse. Vielmehr
standen Umweltfaktoren im Vordergrund. Mittels multipler Regressionsanalyse konnte dennoch ein
signifikanter Einfluss auf die AUCix nach oraler Midazolamapplikation zu 12,5 Prozent durch die
Genaktivitdt von CYP3A4*22 erkléart werden. Auch in der Literatur finden sich kontroverse Daten
beziiglich relevanter erblicher Faktoren, die die Aktivitat von CYP3A4 beeinflussen. In dieser Arbeit
wurde zudem die Aussagekraft nach oraler Dosierung eingeschrankt, da aufgrund der kleinen Fallzahl
eingeschlossener dizygoter Zwillingspaare Zufalligkeiten der Ergebnisse nicht auszuschlieen waren.
Die Berechnungen der absoluten oralen Bioverfligbarkeit F von Midazolam zeigten Kkeinen
signifikanten Hinweis auf relevante genetische Einflusse, insbesondere nicht fur den Einfluss
bekannter CYP3A4-Polymorphismen.

Als Fazit der vorliegenden Arbeit l&sst sich festhalten, dass erbliche Faktoren nach oraler sowie
intravendser Dosierung einen wesentlichen Einfluss auf die Pharmakokinetik von Torasemid austiben.
Im Hinblick auf die variablen Aktivitaten des Transporters OATP1B1 und des Enzyms CYP2C9
existieren jedoch noch Uber 50 Prozent unbekannte genetische Polymorphismen. Hinsichtlich der
variablen Aktivitdit des Enzyms CYP3A4 ergeben sich Zweifel, dass Genvarianten allein eine
wesentliche Rolle fir die Variation spielen; zumindest bei Betrachtung der Pharmakokinetik von
Midazolam. Ein weiteres Fazit dieser Studie ist, dass vor allem nach oraler Dosierung Umweltfaktoren
einen sehr hohen Stellenwert einnehmen, wobei hier ebenfalls eine Vielzahl unbekannter
Umweltfaktoren existiert. Die Diskrepanz beziiglich der Ergebnisse der absoluten oralen
Bioverfugbarkeit muss neben dem Einfluss exogener Faktoren auch im Zusammenhang mit dem
ungleichen Verhaltnis der monozygoten und dizygoten Zwillinge interpretiert werden. Fir zukinftige
Studien sollte vor allem auf ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen monozygoten und dizygoten
Zwillingen geachtet werden, mdoglicherweise héatte man doch dizygote Zwillingspaare mit
unterschiedlichem Geschlecht einschlieRen sollen. Es kdnnte zudem ratsam sein, noch mehr als bisher
Umweltfaktoren wie die Erndhrung in Zusammenhang mit z. B. CYP3A4 zu untersuchen wie

beispielsweise epigenetische Faktoren oder den Einfluss des menschlichen Mikrobioms.
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