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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung genetischer Variation in der Medizin

Aufgrund stetig neu entwickelter Arzneistoffe in den letzten Jahrzehnten ist es mdéglich
geworden, immer mehr Erkrankungen mit Medikamenten zu behandeln. Leider wird in
sehr vielen Fallen nicht die gewtiinschte Wirkung erreicht. Oft kommt es zu keiner Wir-
kung, einer nur unzureichenden Wirkung oder die Therapie muss aufgrund von uner-

wiinschten Wirkungen abgebrochen werden.

Eine Studie besagt, dass 20 bis 50 Prozent der Patienten, die mit Betablockern,
Antidepressiva oder Statinen behandelt werden, keine, eine nur unzureichende Wirkung
oder nicht akzeptable unerwiinschte Wirkungen zeigen, sodass die Behandlung nicht
weitergefuhrt werden kann (Schwab et al. 2002). In den USA sterben etwa 100.000
Menschen pro Jahr an einer unerwinschten Arzneimittelwirkung, damit zéhlen uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen mit zu den hdufigsten Todesursachen (Lazarou et al.
1998). Dies gilt nicht nur fur die USA, auch in Europa wurden &hnliche Daten erhoben.
Problem ist, dass verschiedene Patienten, die dasselbe Medikament in derselben Dosis
erhalten, unterschiedliche Reaktionen zeigen. Ein Medikament hat demnach je nach

Individuum ein unterschiedliches Wirkungsmuster.

Ursachen fir die unterschiedliche Wirkung sind zum einen verschiedene Umweltein-
flisse, der Gesundheitszustand, Essgewohnheiten, Alter, etc. zum anderen genetische
Faktoren (Evans und McLeod 2003; Steinberger et al. 2011). Durch die vollstandige
Sequenzierung des Genoms konnten verschiedene Genmerkmale gefunden werden, die
flr diese Unterschiede in der Wirkung von Arzneimitteln verantwortlich sein kénnen.
Bei der Analyse der klinischen Wirkungen und Nebenwirkungen muss man zwischen
Faktoren unterscheiden, die die Pharmakokinetik (Einfluss des Korpers auf Aufnahme,
Verteilung und Ausscheidung von Medikamenten) und die Pharmakodynamik (Wir-

kungen des Medikaments auf den Kdrper) beeinflussen.

Es ist die Pharmakogenetik, die sich mit der genetischen Variabilitat in der Pharmako-
kinetik und Pharmakodynamik, die verantwortlich fir interindividuelle Unterschiede
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beziglich Wirkung und Auftreten von Nebenwirkungen eines Arzneimittels sind,
auseinandersetzt (Schwab et al. 2002; Meyer 2004; Aktories et al. 2009).

Die Anfdange der Pharmakogenetik gehen auf Pythagoras zuriick, der beobachtet hat,
dass einige Menschen beim Verzehr der Ackerbohne (Vicia faba) eine lebensbedrohli-
che Hamolyse erlangten. Diese H&molyse wurde nachtraglich assoziiert mit einem
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel. Anfang des 20. Jahrhunderts wurden
zunehmend Studien zur Untersuchung genetischer Polymorphismen durchgefihrt. In
einer dieser Studien wurden Probanden auf ihre geschmackliche Sensitivitat bezuglich
Phenylthiocarbamid (PTC) getestet. Diese Studie (taste blindness) war damals der
Prototyp fiir zukinftige Studien und legte damit den Grundstein der pharmakogeneti-
schen Forschung (Meyer 2004; Somogy 2008). Gepréagt wurde der Begriff der Pharma-
kogenetik 1959 von dem Heidelberger Humangenetiker VVogel (Schwab et al. 2002). In
den 60er Jahren gelang ein weiterer Fortschritt durch die von Vesell durchgefuhrten
Zwillingsstudien. Immer wieder werden neue Polymorphismen entdeckt, die interindi-
viduelle Arzneimittelwirkungen erklaren kénnen (Somogy 2008). Das Ziel ist es, fur
jeden einzelnen Patienten eine individualisierte Therapie zu ermdglichen, die eine
geeignete Medikamentenauswahl und Dosisanpassung an das Individuum erlaubt. Somit
konnten viele unerwinschte Arzneimittelwirkungen vermieden und dadurch auch
enorme Kosten im Gesundheitswesen gespart werden (Schwab et al. 2002; Evans und
McLeod 2003).

1.1.1  Genetische Variation in der Pharmakodynamik

Die Pharmakodynamik beschreibt die VVorgénge eines Arzneistoffes an seinem Wirkort
und wird beschrieben durch Effekt-Konzentrations-Kurven. Sie beinhaltet die Art der
Wirkung, die Wirksamkeit und den Ort der Wirkung. Auch bei gleichen
Plasmakonzentrationen eines Substrates kann es zu interindividuellen Unterschieden in
der tatsachlichen Wirkung kommen. Denn auch in der Pharmakodynamik werden
Polymorphismen beschrieben, die die Funktion und Expression von Zielproteinen
(Rezeptoren, Enzyme, lonenkanale, etc.) beeinflussen (Wehling 2005).

Als Beispiel wird hier der Beta;-Rezeptor aufgefuhrt, Gber den unter anderem Talinolol
seine Wirkung erzielt. Der Beta;-Rezeptor, der vom ADRB1-Gen codiert ist, sitzt vor
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allem am Myokard und reguliert die inotropen und chronotropen Wirkungen durch
Katecholamine (Mahesh Kumar et al. 2008). Er zeigt grof3e interindividuelle und inter-
ethnische Unterschiede bezlglich seiner Wirkung gegenuber Betablockern. Bisher
wurden 36 SNPs beschrieben, wovon 2 Relevanz beziglich der Wirkung von
Betablockern und den Einfluss bei der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen
haben. Es handelt sich zum einen um einen Basenaustausch von Adenin zu Guanin, der
einen Aminosdurenaustausch von Serin zu Glycin zur Folge hat (Ser49Gly), zum
anderen ebenfalls um einen Basenaustausch, aber von Cytosin zu Guanin, der in einen
Aminosdurenaustausch von Arginin zu Glycin resultiert (Arg389Gly). Welchen
Genotyp ein Individuum typischerweise besitzt, hangt auch von seiner ethnischen
Herkunft ab. In verschiedenen Studien konnten unterschiedliche Wirkungen der Beta-
blocker in unterschiedlichen Bevdlkerungen festgestellt werden. Zum Beispiel reagieren
dunkelh&utige Individuen schwacher auf Betablocker als hellh&utige Personen. Somit
muss man bei Therapien immer auch auf interethnische Variabilitat achten (Liu et al.
2006; Kurnik et al. 2008; Mahesh Kumar et al. 2008).

1.1.2  Bedeutung der Pharmakokinetik in der Therapie

Die Pharmakokinetik beschreibt den Einfluss des Kdérpers auf Aufnahme, Verteilung
und Ausscheidung von Medikamenten und lasst sich somit in verschiedene Teilbereiche
gliedern (Absorption, Distribution, Metabolismus und Exkretion). Fur eine effektive
und sichere Therapie ist es notwendig, die Eigenschaften einer Substanz in allen
pharmakokinetischen Teilbereichen zu kennen. Zunéchst spielt die Absorption (Passage
der Wirksubstanz vom Ort der Applikation in das Plasma), die abhangig vom
Applikationsort ist, eine entscheidende Rolle. Bei der oralen Applikation von Arznei-
mitteln gibt es zahlreiche Faktoren, die die Absorption dieser Arzneimittel begrenzen.
Ein sehr wichtiger Faktor, der die Aufnahme limitiert, ist der First-Pass-Metabolismus
in der Leber. Oral zugefuhrte Arzneimittel werden zum gré3ten Teil im Dunndarm
resorbiert und Uber die Pfortader in die Leber transportiert, wo sie teilweise bereits
prasystemisch metabolisiert werden (First-Pass-Metabolismus). Der Anteil der Wirk-
substanz, der sich nach der Applikation im Plasma befindet, wird als orale Bioverfiig-
barkeit der Substanz bezeichnet. Sie wird auch definiert als der Quotient aus den

Flachen unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve nach oraler Arzneimittelgabe und
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I.v. Arzneimittelgabe (Pond und Tozer 1984). Die orale Bioverfugbarkeit wird aller-
dings nicht nur vom First-Pass-Metabolismus bestimmt, sondern es spielen auch
intestinale Transporter eine entscheidende Rolle. Als Beispiel seien das P-Glykoprotein
und der MRP2-Transporter, die Thema dieser Arbeit sind, genannt. Sie verringern die
orale Bioverfugbarkeit verschiedener Arzneimittel, indem sie das Arzneimittel in den
Darm zuriick transportieren (Zagermann-Muncke 2006).

Nachdem sich das Arzneimittel im Plasma befindet, ist es wichtig zu wissen, wie sich
die Substanz im Korper verteilt. Dabei ist unter anderem das Verteilungsvolumen, das
Verhaltnis zwischen der verabreichten Dosis eines Arzneimittels und der im Plasma
befindlichen Konzentration des entsprechenden Arzneimittels zu bericksichtigen.
AuRerdem ist die Kenntnis, von welchen Transportern die Substanz transportiert wird,
ob die Substanz an Plasmaproteine gebunden wird und ob die Substanz lipophilen (Fett-
liebend) oder eher hydrophilen (Wasser-liebend) Charakter hat (Loslichkeitsverhalten),
wichtig. Von diesen und noch weiteren Faktoren hdngt es ab, in welchen Organen und
Kompartimenten sich die Substanz anreichert und wie viel der eigentlichen Substanz
sich im Plasma konzentriert. Das weitere Schicksal der Wirksubstanz wird durch den
Metabolismus (Verstoffwechselung) und die Exkretion (Ausscheidung der Wirksub-
stanz) bestimmt. Es gibt einige Substanzen, die durch den Metabolismus erst aktiviert
werden, sogenannte prodrugs, was bedeutet, dass diese Substanzen erst nach der
Verstoffwechselung ihre volle Wirkung entfalten kénnen (Giftung). Andere Substanzen
werden durch den Metabolismus inaktiviert (Entgiftung).

Die Exkretion kann unter anderem renal, bilidar und pulmonal erfolgen. Ein Mal3 fur die
Exkretion ist die Clearance, die angibt, wie viel Blutplasma pro Zeiteinheit von einer
Substanz befreit wird. Wichtig fur die Therapie ist es zu wissen, ob Grunderkrankungen
an den Ausscheidungsorganen zugrunde liegen. Zum Beispiel kann es bei einer einge-
schréankten Nierenfunktion zu Problemen bei der Ausscheidung von Substanzen tber
die Niere kommen (Krueger et al. 2001). In allen Teilbereichen der Pharmakokinetik,
seien es am Metabolismus beteiligte Enzyme oder verschiedene Transporter, gibt es
interindividuelle Unterschiede durch genetische Variationen, auf die in den folgenden
Kapiteln néher eingegangen wird (Aktories et al. 2009).

Zusammenfassend kann man festhalten, dass es sehr wichtig ist, von jedem einzelnen

Arzneimittel die pharmakokinetischen Eigenschaften zu kennen und die
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Arzneimittelwahl und Dosierung an das Individuum unter Berlcksichtigung seiner Er-

krankungen und gegebenenfalls der genetischen Variationen anzupassen.

1.1.3  Genetische Variation in der Pharmakokinetik

In allen Teilbereichen der Pharmakokinetik kénnen genetische Variationen auftreten.
Klinisch relevant ist besonders die genetische Variabilitat, die einen Einfluss auf die
Aktivitadt metabolisierender Enzyme hat.

Die Metabolisierungsreaktionen im menschlichen Koérper werden in zwei Phasen
eingeteilt. In der ersten Phase werden unter anderem durch Oxidationen, Reduktionen,
Hydrolysen und Hydratisierungen funktionelle Gruppen in ein Molekil eingebracht
oder funktionelle Gruppen freigelegt. An dieser Reaktion sind vor allem Cytochrom-
P450-Enzyme (CYP-Enzyme), Hamproteine am endoplasmatischen Retikulum,
beteiligt. In der zweiten Phase finden Konjugationsreaktionen statt, die durch die
Konjugation der reaktiven Substanz mit hydrophilen Substanzen das Ausscheiden des
Stoffes mdglich machen (Schwab et al. 2002).

MaRgeblich flir die Metabolisierung eines Stoffes ist der CYP-Gehalt in der Leber.
Dieser ist sehr variabel, was unter anderem auf genetische Polymorphismen zuriickzu-
fihren ist. Zurzeit sind 12 Isoformen des Enzyms bekannt, die fur den Arzneimittel-
metabolismus relevant sind (Schwab et. al 2002)

Bisher am besten erforscht sind Polymorphismen des CYP2D6-Enzyms. Durch das
Auftreten von schweren Nebenwirkungen unter Debrisoquin und Sparteinbehandlung
wurde 1975 erstmals ein komplettes Ausbleiben der Enzymaktivitat festgestellt
(Mahgoub et al. 1977; Eichelbaum et al. 1979). Inzwischen ist fur 15 von mehr als 50
identifizierten Mutationen nachgewiesen worden, dass CYP2D6 gar nicht erst gebildet
wird (Schwab et al. 2002).

Mehr als 50 Arzneistoffe sind Substrate von CYP2D6, welches damit eine erhebliche
Relevanz bezuglich der Konzentration des zu metabolisierenden Stoffes besitzt. Es
handelt sich dabei um folgende Medikamentengruppen: Antiarrhythmika der Klasse 1,
Antidepressiva, Neuroleptika, Betablocker, HT3-Rezeptor-Antagonisten, Amphetamine
und Opioide. Die meisten dieser Substrate werden durch CYP2D6 zu unwirksamen

Metaboliten abgebaut. Jedoch gibt es auch Medikamente wie Codein, Tramadol,
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Tamoxifen und Encainid, sogenannte prodrugs, die erst durch das CYP2D6-Enzym
aktiviert werden muissen, um eine Wirkung zu erzielen. Je nach Vorliegen genetischer
Varianten im CYP2D6-Gen kann die Enzymaktivitat sehr variabel sein. Individuen
kdnnen daher phanotypisch in poor metabolizer (PM), intermediate metabolizer (IM),
extensive metabolizer (EM) und ultra rapid metabolizer (URM) eingeteilt werden
(Schwab et al. 2002; Brockmoller und Tzvetkov 2008). Bei langsamen Metabolisierern
(PM) kann es entweder zur Akkumulation eines Arzneimittels kommen, somit uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen und toxische Zustdnde hervorrufen oder im Falle
eines prodrugs zu gar keiner Wirkung fuhren. Wird ein Arzneimittel sehr schnell meta-
bolisiert (URM), kénnen unter Umstanden die therapeutische Wirkung ganz ausbleiben
oder bei erst aktivierten Substanzen toxische Zustdnde entstehen. Bei ca. 7 % der
weilRen Bevolkerung ist die CYP2D6-Enzymaktivitat herabgesetzt (PM), 1,5 - 5 % sind
ultraschnelle Metabolisierer (Gerloff und Roots 2003)

Die Wirkung eines Arzneimittels h&ngt aber nicht alleine von der Enzymaktivitét ab.
Transportproteine, Zellstrukturen, Signaltransduktionswege und Rezeptoren beeinflus-

sen ebenfalls die Effektivitat eines Stoffes.

1.1.4  Genetische Variation in Membran-Transportproteinen

Arzneistoffe missen, um an ihren Wirkort zu gelangen, Zellbarrieren tberwinden.

Dies kann einfach durch passive Diffusion vonstattengehen, oft sind aber auch aktive
Transportsysteme notwendig (Gerloff und Roots 2003).

Transportproteine dienen aber nicht nur der Aufnahme und Abgabe von Stoffen in
Darm, Leber und Niere, sondern sie stellen auch eine lebenswichtige Barrierefunktion
an Gehirn, Plazenta und Hoden dar. Ohne diese Schranken kdnnten toxische Substanzen
ohne Probleme in die sensiblen Organe gelangen und dort erhebliche Sch&den anrichten
(Siegmund et al. 2002). Durch genetische Variabilitat und Polymorphismen sind die
Expression und die Funktion der Transporter sehr variabel. Hinzu kommt, dass viele
Transporter in ihrer Funktion von verschiedenen Arzneimitteln beeinflusst werden und
konkurrierende Arzneimittel, die Substrat desselben Transporters sind, sich gegenseitig
behindern. Beispielsweise findet man erhohte Plasmakonzentrationsspiegel von Digoxin

bei gleichzeitiger Anwendung von Talinolol, da beide Stoffe Substrate des
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Effluxtransporters P-Glykoprotein sind und bei gemeinsamer Verabreichung durch
Verdrangung weniger tber den Effluxtransporter P-Glykoprotein in den Darm zuriick-
transportiert wird (Gerloff und Roots 2003).

Transporter werden eingeteilt in Aufnahme- und Ausscheidungstransportsysteme, auf

die im Folgenden naher eingegangen wird.

1.1.4.1 Aufnahmetransporter

Wichtige Vertreter der Aufnahmetransporter sind die Familie der OATPs (organic
anion transporting protein), OATs (organic anion transporters) und OCTs (organic
cation transporter).

Genetische Variabilitat ist vor allem fur den Anionentransporter OATP und fur den
Kationentransporter OCT-1 beschrieben worden.

Ein Beispiel fir die Variabilitat in der Familie der OATPs ist der spezifische
Anionentransporter OATP1B1, der hauptsachlich in der basolateralen Hepatozyten-
membran exprimiert wird und die intrazellulare Aufnahme (Influx) endogener Stoffe
sowie von Medikamenten wie des HMG-CoA-Reduktaseinhibitors Pravastatin kataly-
siert. Bei dem OATP1B1 (SLC21A6)-Gen wurden verschiedene SNP’s (single nucleo-
tide polymorphisms) gefunden, die einen Einfluss auf die Expression und Transport-
fahigkeit des Transporters OATP1B1 haben, und somit die Plasmakonzentrationen
seiner Substrate beeinflusst. Dabei sind besonders die Varianten Asn130Asp und
Vall74Ala Klinisch relevant. Diese Polymorphismen werden fir die unterschiedliche
Vertraglichkeit von HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren verantwortlich gemacht (Tirona
et al. 2001; Marzolini et al. 2004). Auch OCT- 1, dessen Funktion Einfluss auf die Bio-
verfligbarkeit kationischer Arzneimittel hat, findet man hauptséachlich in der baso-
lateralen Hepatozytenmembran. Es wurden bereits 25 SNP’s entdeckt, von denen bereits
drei als Klinisch relevant eingestuft werden konnten. Die Mutationen Arg61Cys,
Cys88Arg und Gly401Ser beeintrachtigen die Funktion des Transporters und wirken
sich somit auf die Wirkung der Arzneimittel aus, die Substrate des OCT-1-Transporters
sind (Kerb et al. 2002). Eine neuere Studie zeigt, dass auch die Deletion 420Met, die
nur zusammen mit dem Val408-Allel vorkommt, zu einer Aktivitatsanderung des
OCT-1-Transporters fuhrt (Tzvetkov et al. 2014).
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1.1.42 Effluxtransporter MDR1

Die bedeutendsten Effluxtransporter der Pharmakokinetik sind die ABC (ATP-binding
cassette) -Transporter.

Der wohl bekannteste Vertreter ist das P-Glykoprotein, das Genprodukt von MDR1
(multidrug resistance). Dieses ist auch der bedeutendste Transporter fir die in der
Studie benutzte Testsubstanz Talinolol. Zunéchst wurde der MDR1-Transporter mit
hoher Expression in Tumorzellen entdeckt, die eine Multiresistenz gegentiber sehr
unterschiedlichen Zytostatika aufwiesen (Juliano und Ling 1976). Sehr klar wurde die
physiologische Bedeutung erst Jahre spater durch genetisch manipulierte Mé&use
(Knockout- Mause), denen dieser Transporter vollstandig fehlt. Der Transporter wird
auch im Darm, in Leber, Niere und an verschiedenen Blutschranken (z.B. Blut-Hirn-
Schranke) exprimiert und hat dort lebenswichtige Funktionen inne. Das P-Glykoprotein
fordert die Ausscheidung von Xenobiotika tber Urin und Galle und hemmt die Absorp-
tion dieser Stoffe im Gastrointestinaltrakt. Aulerdem schitzt es mit dem Vorkommen
an der Blut-Hirn- und Blut-Hoden-Schranke sensible Organe vor dem Eindringen
schadigender Substanzen (Schinkel 1997; Schinkel 1998; Cascorbi et al. 2001). Der
Transporter ist mit zwei hydrophoben Anteilen in der apikalen Seite von Zellen
verankert, zwei hydrophile Anteile zeigen ins Zytoplasma und binden ATP. Die Hydro-
lyse von ATP fiihrt zu einer Konformationsanderung des P-Glykoproteins, wodurch ein
Kanal entsteht, durch den Substrate in den Extrazellularraum gepumpt werden kénnen
(Germann und Chambers 1998).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber Lokalisation und Funktion des

P-Glykoproteins.
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Tabelle 1: Lokalisation und Funktionen von P-Glykoprotein

Intestinale Schleimhaut Efflux in das Darmlumen, Limitation von
Arzneimittelabsorption

Biliare Hepatozyten Transport in die Galle

Niere (Tubulusepithel) Transport in das Tubuluslumen; Erhéhung
der renalen Exkretion

Blut-Hirn-Schranke Transport aus dem ZNS in das Blut;
Schutz vor Xenobiotika

Tumorzellen Transport aus dem Tumorgewebe in das
Blut; Resistenz von verschiedenen Zytos-
tatika

Zusammenschnitt aus (Siegmund et al. 2002; Gerloff und Roots 2003; Zagermann-
Muncke 2006; Han et al. 2009)

Das Spektrum von Stoffen, die von MDR1 transportiert werden, ist sehr vielfaltig.
Interessanterweise sind die Substrate strukturell sehr unterschiedlich, allen gemeinsam
ist nur der amphiphile Charakter, also eine Molekdlstruktur mit teils hydrophoben (fett-
I6slichen) und teils hydrophilen (wasserléslichen) Molekulteilen (Schinkel 1997;
Sakaeda et al. 2003).

In der Tabelle 2 findet sich eine kleine Auswahl relevanter MDR1-Substrate:

Tabelle 2: Auswahl von Substraten von P-Glykoprotein (MDR1)

Beta-Blocker Talinolol, Carvediol, Celiprolol
Calciumantagonisten Diltiazem, Nicardipin, Verapamil
H1-Blocker Fexofenadin, Terfenadin
HIV-Protease-Hemmer Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir
Steroide Dexamethason, Aldosteron, Hydrocortison

Immunsuppressiva Ciclosporin, Sirolimus, Tacrolimus
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Beta-Blocker Talinolol, Carvediol, Celiprolol
Calciumantagonisten Diltiazem, Nicardipin, Verapamil

H1-Blocker Fexofenadin, Terfenadin

HIV-Protease-Hemmer Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir
Steroide Dexamethason, Aldosteron, Hydrocortison
Immunsuppressiva Ciclosporin, Sirolimus, Tacrolimus

Zytostatika Doxorubicin, Etoposid, Mitomycin, Mitoxantron,

Paclitaxel, Teniposid

Antibiotika Cefazolin, Cefoperazon, Erythromycin,
Levofloxacin, Sparfloxacin, Rifampicin

Herzwirksame Pharmaka Amiodaron, Digitoxin, Digoxin, Propafenon,
Chinidin

ZNS-Pharmaka Fluphenazin, Perphenazin, Phenoxazin, Phenytoin

Morphine Morphium, Loperamid

Sonstige Furosemid, Midazolam, Simvastatin, Losartan,
Colchicin

Zusammenstellung aus (Gerloff und Roots 2003; Zagermann-Muncke 2006)

Die Expression und die Funktion des Transporters weisen starke interindividuelle
Unterschiede auf (Siegmund et al. 2002). Dies beruht auf der Verabreichung von
Medikamenten, die die Expression beeinflussen (Induktoren) oder die Aktivitat
hemmen (Inhibitoren), sowie auf verschiedenen Erkrankungen, aber auch auf
genetischen Polymorphismen. Zum Beispiel kommt es bei der Gabe von Rifampicin zu
einer P-Glykoprotein-Induktion. Bei einer gleichzeitigen Gabe eines Arzneimittels,
welches Substrat von MDR1 ist, verringert sich dessen orale Bioverfugbarkeit (z.B.
Talinolol) (Westphal et al. 2000b). Neben einer Reihe weiterer Induktoren gibt es eine
Vielzahl von Inhibitoren, die entsprechend zu hoheren Plasmaspiegeln eines Arznei-
mittels fihren kdnnen (Zagermann-Muncke 2006). Zudem kann es bei einer gleich-

zeitigen Gabe von zwei Arzneimitteln, die beide Substrate von MDR1 sind, durch das



1 Einleitung 11

Wechselprinzip der kompetitiven Inhibition zu einer Wirkungsabschwachung von
einem dieser Arzneimittel kommen.

Die genetische Variabilitdt beruht auf dem Vorkommen einer Vielzahl von SNPs.
Hoffmeyer et al. fiihrten 2000 eine ausfiihrliche Untersuchung genetischer
Polymorphismen am MDRZ1-Gen durch. Sie fanden 15 verschiedene Polymorphismen, 8
in Exons und 7 in Introns. 12 der gefundenen Polymorphismen waren nicht codierend
und veranderten daher die Proteinsequenz nicht. An drei Stellen fand man einen Amino-
séurenaustausch. 14 der 15 gefundenen SNPs konnten nicht mit einer veranderten
Funktion oder Expression des P-Glykoproteins in Verbindung gebracht werden. Nur der
Polymorphismus in Exon 26 (C3435T) erbrachte eine signifikante Korrelation zur Akti-
vitdat von MDR1 (Hoffmeyer et al. 2000; Sakaeda et al. 2003). Homozygote Tréger des
Nukleotidaustauschs von Cytosin zu Thymin (3435TT) wiesen eine zweifach
erniedrigte MDR1 Expression im Bezug zum Wildtyp auf. Nicht nur die MDR1-
Expression, sondern auch deren Aktivitdt bei Betrachtung der Digoxin Plasma-
konzentration wurden untersucht. Es konnten signifikante Zusammenhange zwischen
dem Exon 26 SNP und dem Digoxin Plasmaspiegel hergestellt werden, die sich noch
deutlicher unter Rifampicinvorbehandlung (MDRZ1-Induktor) zeigten (Gerloff und
Roots 2003). Bei einem T/T-Genotyp (erniedrigte P-Glykoprotein Expression) wurden
im Vergleich zum C/C-Wildtyp hohere Plasmaspiegel gemessen (Hoffmeyer et al.
2000). Da die Hohe des Plasmaspiegels wichtiger Medikamente mit dem Vor-kommen
des SNPs in Exon 26 korreliert, kann es bei Gabe von z.B. dem Immun-suppressivum
Cyclosporin A oder dem Antikoagulanz Warfarin bei Patienten mit dem Poly-
morphismus zu schwerwiegenden Komplikationen kommen (Cascorbi et al. 2001).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die von Hoffmeyer et. al gefundenen

Polymorphismen und deren Haufigkeit.
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Tabelle 3: Die von Hoffmeyer et al. beschriebenen Genvarianten in MDR1

Muta- Anzahl der Hetero- Homo- Kommentar

tion analysierten zygote  zygote
Individuen (in %) (in %)

Exonl T C 85 11,8 0

Exon2 G A 188 11,2 0

Exon2 A G 188 17,6 0,5 Aminosédureaustausch
Asn-Asp

Intron G T 85 26 3,5

Intron G C 85 1,2 0

Exon5 T C 85 1,2 0 Aminoséureaustausch
Phe-Leu

Intron C T 85 48,2 16,5

Intron C T 85 2,4 0

Exonl1l G 85 12,9 0 Aminoséureaustausch
Ser-Asn

Exon12 C T 188 48,9 13,3

Intron C T 188 11,7 0

Intron T A 85 45,9 22,4

Intron A G 85 1,2 0

Exon26 C T 188 48,3 23,9 signifikante Korrelation
zur Expression von P-
Glykoprotein

Exon26 C T 188 0,53 0

Nach Hoffmeyer et al. 2000

Auch nach der ausfuhrlichen SNP Analyse von Hoffmeyer et al. wurden viele weitere
Studien zum Einfluss von SNPs im MDR1 Gen auf die Pharmakokinetik durchgefihrt.
Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber einige gefundene SNPs in den letzten
Jahren und deren Auswirkungen.
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Tabelle 4. Uberblick tiber gefundene SNPs im MDR1-Gen

SNP

3435 C>T

2677G/3435T
2677G/3435C

2677T/3435T
3435 C>T

2677A/3435T

3435T

3435 C>T

Auswirkungen

T: geringere Pgp-Expression
und Effluxaktivitat im Darm;
Bioverfugbarkeit und
Absorptionsgeschwindigkeit
von Digoxin erhoht

T: Assoziation mit hohen
Digoxin-Plasmaspiegeln
Assoziation mit niedrigen
Digoxin-Plasmaspiegeln
geringere MDR1-Expression
und hohe Digoxin Plasma-
spiegel (homozygote Tréger)

geringere Aufnahme von
Fexofenadine

erhdhte Cyclosporin A Auf-
nahme, geringere MDR1-
Aktivitat

nicht ndher beschriebene
Veranderungen in der mRNA
Struktur

Literatur

(Gerloff und Roots
2003)

(Gerloff und Roots
2003)

(Gerloff und Roots
2003)

(Hoffmeyer et al.
2000; Cascorbi et
al. 2001; Siegmund
et al. 2002;
Sakaeda et al.
2003)

(Chinn und Kroetz
2007)

(Chinn und Kroetz
2007)

(Wang und Sadee
2006)

Betr. 3435

assend zu
Expression

gering bei
T
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SNP Auswirkungen Literatur _
3435 C>T TT-Genotyp niedrigere (Omar et al. 2012) T

MDR1-Expression als CC-
Genotyp (TT/CT/CC-
Genotypen zeigen alle eine
erhéhte MDR1-Expression in
Anwesenheit einer H. pylori-
Infektion)
3435 C>T Einfluss auf das Auftreten (Ponnala et al. -
von Krampfanféllen und die  2012)
Aufnahme des
Antiepileptikums Phenytoin
Genotypkom-  geringerer Gehalt an MDR1-  (Schwarz et al.
bination: MRNA im Intestinum 2007)
1236C>T, T
2677G>T/A,
3435C>T
3435 C>T haufiges Auftreten des SNP (Mhaidat et al. -
bei Patienten mit Hodgkin- 2011)

-> Zusammenfassend betrachtet ergeben die
meisten Studien eine verminderte MDR1-

Expression beim Vorhandensein des SNP

3435 C>T

Lymphom, aber kein Einfluss
auf die Wirkung des ABVD-

Schemas
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Auswirkungen Literatur _

Betr. 2677
passend zu

Expression
gering bei

2677G/3435T  hohe Digoxin-
Plasmaspiegeln

2677G/3435C  niedrige Digoxin-

2677T/3435T  Plasmaspiegeln

2677 G>T geringere MDR1-Expression
(homozygote Trager)

2677 G>T geringere MDR1-Expression
in der menschlichen Plazenta,
hohere Werte fiir AUC bei
oraler Talinololgabe

2677 G>A hohere Werte fiir AUC bei
oraler Talinololgabe

2677 G>T verminderte MDR1-Funktion

2677A/3435T  geringere Aufnahme von
Fexofenadine

2677G>T/A schlechtere analgetische Wir-
kung von piritramide und
erhéhtes Vorkommen von
Nebenwirkungen im Ver-
gleich zum Wildtyp

->Tendenz: geringere MDR1 Expression,

erhohte Talinololaufnahme beim Vorhan-

densein vom SNP 2677 G>T

(Gerloff und Roots
2003)
(Gerloff und Roots
2003)
(Simon et al. 2007)

(Siegmund et al.
2002)

(Siegmund et al.
2002)
(Chinn und Kroetz
2007)
(Chinn und Kroetz
2007)
(Matouskova et al.
2013)
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SNP Auswirkungen Literatur _

1236 C>T kein Einfluss auf die (Cascorbi et al.
Aminosaresequenz und somit  2001)
MDR1 Expression

1236 C>T Verénderungen in der mMRNA  (Wang und Sadee
Struktur 2006)

1236 C>T reduzierte Plasmakonzentra-  (Bellusci et al.
tionen von Lopinavir 2013)

Aus den bisherigen Studien kann man schlieRen, dass vor allem SNPs an Position 3435
und 2677 einen Einfluss auf die Aktivitat und Expression von MDR1 haben und somit

den Transport von sehr vielen verschiedenen Arzneimitteln beeinflussen.

1.1.43 Effluxtransporter MRP

Ein weiterer bekannter und fir viele Medikamente wichtiger Vertreter der ABC-
Transporter ist das MRP (multidrug resistance associated protein). Das MRP wurde
1992 von Cole et al. genauso wie der MDR-Transporter an multiresistenten Tumor-
zellen entdeckt (Cole et al. 1992). Inzwischen sind 9 Isoformen bekannt (MRP1, MRP2,
MRP3, MRP4, MRP5, MRP6, MRP7, ABCC11 und ABCC12), die sich strukturell sehr
ahnlich sind, aber sich aufgrund der Anzahl von Transmembrandomanen in zwei
Gruppen einteilen lassen (MRP1, 2, 3, 6 und 7 bestehen aus 3 Transmembrandomanen,
MRP4, 5, 8 (ABCC11) und 9 (ABCC12) bestehen aus 2 Transmembrandoménen)
(Borst et al. 2000; Haimeur et al. 2004). Man findet MRP, genauso wie das
P-Glykoprotein, in exkretorischen Organen. Die einzelnen Lokalisationen und

Funktionen der Isoformen sind soweit bekannt in der Tabelle 5 zusammengefasst.



1 Einleitung

17

Tabelle 5: Lokalisation und Funktion der MRP-Isoformen

MRP1

MRP2

MRP3

MRP4

MRP5
MRP6

basolaterale Zellmembran ubi-

quitar

apikale Membran polarisierter
Zellen in Leber, Niere und Darm
basolaterale Membran von Zel-
len in Leber, Pankreas, Niere
und Darm

Prostata, Lunge, Muskel, Pank-
reas, Hoden, Ovarien, Blase und
Gallenblase

ubiquitar

basolaterale Membran von Zel-

len in Leber und Niere

ABCC11 ubiquitar
ABCC12 ubiquitéar

Transport organischer Anionen (z.B.
mit Glutathion konjugierte Arznei-
mittel, Glucuronate, Sulfate)

vor allem bilidre Exkretion endogener
Stoffe und Xenobiotika

Transport organischer Anionen

Transport organischer Anionen

Transport organischer Anionen

Transport organischer Anionen

Transport organischer Anionen

Transport organischer Anionen

Zusammenfassung aus (Borst et al. 2000; Nies et al. 2002)

Im Folgenden wird auf das fr diese Arbeit relevante MRP2 naher eingegangen.

Das MRP2 unterscheidet sich von den anderen Isoformen durch seine Lage an der

apikalen Membran polarisierter Zellen und wird hauptséchlich in der Leber, aber auch

im Darm und im proximalen Nierentubulus exprimiert. Der Transporter spielt eine

besondere Rolle bei der Exkretion konjugierter Stoffe in die Galle und den Urin (Ent-

giftungsfunktion). Zudem ist das MRP2 in der Lage ungeladene Stoffe im Kotransport

mit Glutathion zu transportieren (Jedlitschky et al. 2006).

Eine Auswahl von MRP2 Substrate sind in der Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Auswahl von Substraten von MRP2

Substratart Wirkstoffe

endogene Substanzen Leukotriene, Bilirubin, 17R3-Glucuronosylestradiol,
Glutathion, Sulfate
Xenobiotika Methotrexat, Cisplatin, Etoposid, Doxorubicin,

Epirubicin, Mitoxantrone
Zusammenfassung aus (Konig et al. 1999; Borst et al. 2000)

Mutationen auf Chromosom 10 im MRP2-Gen manifestieren sich als Dubin Johnson
Syndrom, einer schweren autosomal rezessiven Erkrankung mit vollstandigem
Funktionsverlust von MRP2. Leitsymptome dieses Gendefekts sind eine konjugierte
Hyperbilirubindmie und Pigmentablagerungen in der Leber.

Patienten mit einem Dubin Johnson Syndrom sind zusatzlich gefahrdet bei Arznei-
mitteltherapien, dessen Substrate von MRP2 transportiert werden (Fricker und Miller
2002; Gerloff und Roots 2003).

Aber auch bei gesunden Personen konnten genetische Verdnderungen in Form von
SNPs gefunden werden, die pharmakogenetische Auswirkungen haben. Die folgende
Tabelle zeigt eine Auswahl der in den letzten Jahren gefundenen SNPs mit deren Aus-

wirkungen.

Tabelle 7: Uberblick tiber gefundene SNPs im MRP2-Gen

SNP Auswirkungen Literatur

-24 C>T haufigeres Auftreten bei Patienten mit  (Daly et al. 2007)
hepatotoxischen Schaden

-24 C>T 2 fach erhohte AUC von Methotrexat  (Rau et al. 2006)

bei weiblichen Patienten
-24 C>T verminderte Aufnahme von (Lloberas et al. 2011)
Mycophenolsdure bei Nierentrans-
plantierten Patienten, MPA AUC im
stady-state-Zustand vermindert



1 Einleitung 19

SNP Auswirkungen Literatur
rs717620 vermindertes Ansprechen auf Chemo- (Campa et al. 2012)
-24 C>T therapie bei kleinzelligem Lungenkar-
zinom und verminderte Uberlebensra-
te
1249 G>A Assoziation mit einer hoheren Trans-  (Haenisch et al. 2008)

porteraktivitat, signifikant niedrigere
orale Bioverfiigbarkeit fir Talinolol

1249 G>A Assoziation zur TDF (Tenofovir (1zzedine et al. 2006)
disoproxil fumarat) induzierten
proximalen Tubulopathie

1446 C>G Assoziation mit einer niedrigen (Niemi et al. 2006)
Pravastation AUC, erhthte mRNA-
Expression in der Leber

Andere Studien untersuchten weitere SNPs, die aber keine signifikanten Verdnderungen
in den Eigenschaften von MRP2 hervorrufen. Aus der obigen Tabelle l&sst sich
schlieBen, dass von den bisher detektierten SNPs vor allem die SNPs -24 C>T und
1249 G>A eine Rolle in der Pharmakogenetik spielen.

Trotz der bis heute geringen Anzahl an gefundenen SNPs, die Auswirkungen auf die
chemotherapeutische Behandlung haben, wird MRP2 fiir die Entstehung von Resisten-
zen bei antitumordser Therapie mit unter anderem Cisplatin, Etoposid, Doxorubicin und
Epirubicin verantwortlich gemacht. Dies wurde mit Hilfe von transfektierten Zellen
belegt, bei denen eine vermehrte Expression des MRP2 zu Resistenzen verschiedener
Chemotherapeutika fuihrte (Borst et al. 2000).
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1.2 Das untersuchte Arzneimittel: Talinolol

1.2.1  Allgemeine Bedeutung von Talinolol in der Medizin

Talinolol, ein lang wirkender, selektiver Beta; Adrenorezeptorblocker, wird zum einen
seit 1975 in Deutschland und Westeuropa zur Therapie von Bluthochdruck, koronaren
Herzerkrankungen und Herzrhythmusstdrungen eingesetzt, zum anderen ist es aufgrund
seiner Eigenschaften eine wichtige In-vivo-Testsubstanz fir Transportvorgénge in der
Forschung (Gramatte et al. 1996).

1.2.1.1 Eigenschaften und Wirkmechanismus von Talinolol

Talinolol ist ein selektiver Beta;-Rezeptor-Antagonist und wirkt somit hauptséchlich
durch Unterdriickung von adrenergen Einflissen am Myokard.

Die negativ chronotrope, negativ dromotrope und negativ inotrope Wirkung sowie die
verminderte Plasmareninaktivitat fuhren langfristig zu einer Senkung des Blutdruckes
und Verminderung der Herzbelastung.

Die ersten pharmakokinetischen Untersuchungen mit Talinolol wurden 1975 an Hunden
und Ratten durchgefihrt. Beim Hund betragt die Absorptionsquote 90 %, das Blut-
spiegelmaximum wird 1 - 2 Stunden nach Applikation erreicht und die Halbwertszeit
betrdagt 6,4 Stunden (Femmer et al. 1975b). An der Ratte filhrten Klemm und Wenzel
Untersuchungen mit Radiokohlenstoff-markiertem Talinolol durch. Dabei fanden sie
heraus, dass bei Ratten eine ausgepragte bilidre Exkretion ohne Reabsorption der
Substanz stattfindet und diese somit hauptsachlich fakal innerhalb von 48 h wieder aus-
geschieden wird (Klemm und Wenzel 1975). Heutzutage kennt man genauere Daten,
die auf den Menschen zutreffen und sich von den damaligen Versuchen an Tieren etwas
unterscheiden.

Talinolol ist gut geeignet flr eine tagliche Einmalgabe, da es sich im Vergleich zu
anderen Beta-Blockern durch eine lange Halbwertszeit auszeichnet. Die orale Dosis
betragt 50 bis 300 mg pro Tag. Talinolol hat eine ausreichende Lipidldslichkeit und
trotzdem betragt die orale Bioverfligbarkeit nur etwa 55 %. Die Substanz wird zu
weniger als 1 % im Kdrper metabolisiert, daher kann die geringe orale Bioverfugbarkeit
nicht durch einen ausgepréagten First-Pass-Mechanismus bedingt sein (Gramatte et al.
1996). Die Ursache liegt in der verminderten Absorption, die durch eine Sekretion der

Substanz im Darm durch verschiedene Transporter (P-Glykoprotein, MDR1) hervorge-
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rufen wird (Siegmund et al. 2003). Dafir spricht die Korrelation zwischen
P-Glykoprotein-Expression und Plasmakonzentrationsspiegel (Siegmund et al. 2003).
Der Plasmaspiegel zeigt einen biexponentiellen Verlauf. Die maximale Plasma-
konzentration wird dosisabhéngig nach 2 bis 3 Stunden erreicht. Bei oraler Gabe betragt
die Halbwertszeit 11,9 £ 2,4 h (50 mg) bzw. 11,45 + 2,41 h (100 mg, single dose) bis
13,73 £ 2,07 h (100 mg, steady state) (Fachinfo-Cordanum 2001).

Die AUC (area under the curve) betragt bei einer oralen Gabe von 50 mg 1321 + 382
ng/ml-h, bei einer Dosis von 100 mg 3378,1 £ 923,5 ng/ml-h. Die Ausscheidung erfolgt

nahezu unverandert renal (60 %) und extrarenal (40 %) (Fachinfo-Cordanum 2001).

1.2.1.2 Der Weg von Talinolol durch den Korper

Talinolol wird im Darm resorbiert und gelangt tiber den portalen Kreislauf in die Leber.
Allerdings wird ein sehr grofRer Teil vorher durch die Transporter MDR1 und MRP2
wieder in den Darm befordert (1). Dadurch erklart sich auch die geringe Bioverfligbar-
keit von 55 %. VVon der Leber verteilt sich Talinolol zum Teil in den Korper, der andere
Teil wird wiederum tber MDR1 und MRP2 in die Galle transportiert (2) und schlieBlich
fakal (40 %) ausgeschieden. Der restliche Anteil, der sich im Korper verteilt hat, wird
spater tber die Nieren (60 %) ausgeschieden. Die beiden Transporter erhéhen die renale

Exkretion durch Transport von Talinolol in das Tubuluslumen (3).



1 Einleitung 22

Abbildung 1: Lokalisation und Funktion der Transporter MDR1 und MRP2

Schilddrise
—Nebenschilddrise

Speisershre \

40 %

Abbildung entnommen von folgenden Homepages: “www.chemgapedia.de“ und
“www.chirurgie-frankfurt.com* (Zugriff am 16.10.2014)

1.2.1.3 Anwendung von Talinolol

Seit 1975 wird Talinolol in Deutschland und in Westeuropa zur Behandlung der
arteriellen Hypertonie, der koronaren Herzerkrankung und von tachykarden Herz-
rhythmusstérungen eingesetzt (Gramatte et al. 1996).

Weitere Anwendung findet Talinolol in der Therapie des hyperkinetischen Herz-
syndroms und von supraventrikularen und ventrikularen Extrasystolen (Assmann 1995).
Aullerdem wird es bei akutem Herzinfarkt und darauffolgend in der Reinfarkt-
prophylaxe eingesetzt. Aufgrund der 3;-Selektivitat ist es moglich nach individueller
Empfindlichkeitsprifung Talinolol auch bei Asthmatikern einzusetzen (Femmer et al.
1975a; Kandt und Hackenberger 1975).
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1.2.1.4 Nebenwirkungen

Talinolol wird allgemein gut vertragen und zeigt im therapeutischen Bereich nur wenige
Nebenwirkungen (Femmer et al. 1975a).

Trotzdem konnen je nach Dosierung gelegentlich unterschiedliche Nebenwirkungen
auftreten. Es wurden zentralnervgse Storungen wie Mudigkeit, Schwindelgefihl, Kopf-
schmerzen, Schweildausbriiche, Schlafstérungen, Alptraume, verstarkte Traumaktivitat,
Antriebsschwéche sowie Sehstérungen beschrieben. Auflerdem kann es zu einem ver-
starkten Blutdruckabfall, zu orthostatischen Dysregulationen, zu einer Sinus-
bradykardie, einem AV-Block 1. Grades und zu gastrointestinale Beschwerden

kommen.

1.2.2 Konzept der In-vivo-Testsubstanzen (probe drugs)

Testsubstanzen sind Substanzen, die in der Forschung zur Beurteilung pharmako-
kinetischer und pharmakodynamischer Aspekte verwendet werden, wobei es primar
nicht um das Interesse an der Substanz selbst geht, sondern um die Messung der
biologischen Eigenschaften. In der Pharmakologie wird zwischen Testsubstanzen unter-
schieden, die In-vitro, also in Laborexperimenten verwendet werden, um z.B. an einer
Zellkultur oder einem Gewebehomogenat Eigenschaften zu messen (In-vitro-
Testsubstanz) und Testsubstanzen, die am lebenden Organismus eingesetzt werden
konnen, um am Organismus biologische Eigenschaften zu messen (In-vivo-
Testsubstanzen, bzw. In-vivo-Diagnostika). In der Humanpharmakologie liegt einer der
Schwerpunkte bei der Charakterisierung von Enzymen, die im Arzneimittelstoffwechsel
eine Rolle spielen. Es handelt sich meistens um CYP-Enzyme, die fur den Metabolis-
mus von mehr als 90 % der Medikamente verantwortlich sind (CYP1A2, 2C9, 2C19,
2D6 und 3A). In manchen Féllen werden Testsubstanzen auch zur Erkl&rung der Patho-
genese bestimmter Erkrankungen und zur Bestimmung der Nierenfunktion eingesetzt.
In-vivo-Testsubstanzen sollten zugelassen, sicher und gut vertraglich sein (Oswald et al.
2011). Die Dosis der Substanzen sollte fur die Sicherheit des Empfangers so niedrig
wie moéglich gewéhlt werden. Allerdings muss gewahrleistet sein, dass die Konzentrati-
onen des Stoffes und dessen Metaboliten ausreichend hoch fir die Analytik sind. Be-
dacht werden muss auch, dass bei der Strategie der kleinsten ndtigen Dosis, sensitivere

und spezifischere Methoden bendtigt werden und damit die Kosten fir die Analytik
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steigen. AuBerdem ist auf eine gegenwadrtige und zukiinftige Verfugbarkeit der ver-
wendeten Substanzen zu achten. Grundsétzlich werden zwei Prinzipien bei der An-
wendung von Testsubstanzen beschrieben. Zum einen kodnnen Testsubstanzen als
Einzeldosis verabreicht werden, zum anderen als ,,Cocktail* (Yin et al. 2004; Zhou et al.
2004; Liu et al. 2009). Da auch in dieser Studie mehrere Arzneimittel verabreicht
wurden, wird hier auf die Anwendung eines ,,Cocktails* niher eingegangen. Das Ein-
setzen mehrere Substanzen in einer Studie wurde erstmals 1988 von Breimer und
Schellens beschrieben. Diese Methode etablierte sich immer mehr und es wurden fort-
laufend mehr sinnvolle Arzneimittelkonstellationen dargestellt. Der ,,Pittsburgh Cock-
tail“, der ,,GW Cocktail“, der ,,Cooperstown Cocktail* und der ,,Karolinska Cocktail*
sind heute die Bekanntesten (Stewart et al. 2011). Je nach Untersuchungsziel kénnen
zwei bis sechs verschiedene Medikamente eingesetzt werden. Durch diese Methode
kdénnen mehrere Enzyme bzw. andere Phénotypen in einer Studie getestet werden, ver-
meidet intraindividuelle zeitliche Variabilitdten und spart Kosten und auch den Ver-
suchsteilnehmern zusatzliche Unannehmlichkeiten. Sehr effektiv ist diese Methode auch
zur Charakterisierung des Induktion- und Inhibitionpotentials der Arzneimittel auf die
verschiedenen Enzyme und zur Analyse von Interaktionen unter den Substanzen. Da es
immer mehr altere und damit multimorbide Menschen gibt, nehmen diese oft mehrere
Medikamente zur gleichen Zeit ein, sodass vor allem da dieser Aspekt von groRer Be-
deutung ist (Turpault et al. 2009). Die eingesetzten probe drugs sollten bei
gleichzeitiger Charakterisierung mehrerer Enzyme und Transporter eine Spezifitat zu
dem untersuchenden Protein (Transporter, Enzym, etc.) haben und sich nicht gegen-
seitig beeinflussen bzw. metabolisch oder klinisch interagieren (Zhou et al. 2004). Zu-
dem mussen bei bestimmten Arzneimitteln (z.B. Coffein) auch die duReren Faktoren
bedacht werden (Larsen et al. 1999). Festzuhalten ist, dass bei Beachtung wichtiger
Vorgehensweisen die ,,Cocktail-Methode“ eine effektive Methode zur Beurteilung
pharmakologischer Aspekte darstellt. Die folgende Tabelle zeigt den in dieser Studie

verwendeten ,,Cocktail* mit den dazugehdrigen untersuchten Strukturen.
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Tabelle 8: verwendete Arzneimittel und untersuchte Transporter und Enzyme

Coffein CYP1A2, NAT2
Metoprolol CYP2D6
Midazolam CYP3A4, CYP3A5
Talinolol MDR1, MRP2

Torasemid OATP1B1 (= OATP-C) CYP2C9

Da in dieser Arbeit nur die pharmakokinetischen und pharmakogenetischen Daten von
Talinolol analysiert werden, sind Besonderheiten bei der Verwendung als probe drug im

nachsten Kapitel aufgegriffen.

1.2.3  Talinolol als Testsubstanz/probe drug

Talinolol wird sehr hdufig als Testsubstanz eingesetzt, vor allem zur Untersuchung des
MDR1-Transporters. Da es nahezu nicht metabolisiert und unverandert wieder ausge-
schieden wird, hangt dessen Bioverfligbarkeit stark von der Funktion und Expression
seiner Transporter ab. Talinolol wird hauptséchlich von MDR1 (P-Glykoprotein) und
MRP?2 transportiert, sodass diese in den vorherigen und auch in dieser Studie mit dessen
Hilfe untersucht wurden. Es eignet sich dafiir besonders, da es bisher die einzige
Substanz ist, bei der eine signifikante Sekretion (durch MDR1 und MRP2) in das Darm-
lumen beschrieben wurde (Zschiesche et al. 2002).

Mit Hilfe der Transporterselektivitat von Talinolol ist es gelungen, Polymorphismen mit
funktionellen Konsequenzen fur die Transporter MDR1 und MRP2 zu finden und zu
charakterisieren (Siegmund et al. 2002; Haenisch et al. 2008).

AuRerdem koénnen durch die Beobachtung des Plasmaspiegelverlaufs des Beta-Blockers
verschiedene Arzneimittel und Substanzen ermittelt werden, die zu einer Hemmung
bzw. Induktion des MDR1-Transporters fiihren (Siegmund et al. 2002). Beispielsweise
fuhrt Johanniskraut zu einer erh6hten MDR1-Expressivitét, was zu einer Verminderung
der oralen Bioverfiigbarkeit von Talinolol fiihrt. Das AusmaR, wie stark der Transporter
von verschiedenen Substanzen beeinflusst werden kann, ist auch Genotyp abhdangig.
Schwarz et al. beschreiben eine abgeschwachte induktive Wirkung von Johanniskraut
beim Vorhandensein einer bestimmten Genotypkombination (1236C>T, 2677G>T/A
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und 3435C>T) (Schwarz et al. 2007). In vielen weiteren Studien konnten Ver-
anderungen der oralen Bioverfligbarkeit von Talinolol auf die Gabe von MDR1 oder
MRP2 Induktoren oder Inhibitoren zurtickgefiihrt werden (Giessmann et al. 2004;
Pathak und Udupa 2010). Aufgrund der geringfligigen Metabolisierung von Talinolol ist
es besonders geeignet zusammen mit anderen Arzneimitteln als ,,Cocktail verabreicht
zu werden, da es den Stoffwechsel zeitgleich verabreichter Medikamente nicht relevant

beeinflusst.

1.3 Untersuchungskonzepte und Studiendesigns in der Pharmako-
genetischen Forschung

Die Pharmakogenetik beschaftigt sich mit der interindividuellen Variabilitat beziiglich
Wirkung und Nebenwirkung eines Arzneimittels. Als mittlerweile unverzichtbares
Forschungsgebiet dient es dem Ziel einer individualisierten Arzneimitteltherapie. Da
sehr viele verschiedene Faktoren Einfluss auf interindividuelle Variation haben, ist es
schwierig, ein perfektes Untersuchungskonzept zu entwickeln. Als methodisch geeignet
haben sich Zwillings- und Familienstudien herauskristallisiert, auf die im Folgenden

naher eingegangen wird.

1.3.1  Zwillingsstudien

Zwillingsstudien werden eingesetzt, um den Einfluss von Umweltfaktoren und von
Genen auf die Entwicklung des Menschen, seinen interindividuellen Unterschieden und
die Pathogenese verschiedener Erkrankungen zu erforschen. Die Anfénge der
Zwillingsstudien liegen im 19. Jahrhundert. Galton zahlt zu den ersten Forschern, die
sich mit Zwillingen auseinandersetzten. Den Unterschied zwischen monozygoten (MZ)
und dizygoten (DZ) Zwillingen kannte man damals allerdings noch nicht. Die erste sys-
tematische Analyse beziiglich Ahnlichkeiten zwischen mono- und dizygoten Zwillingen
machte der Dermatologe Siemens. Er verglich die Anzahl der Pigmentndvi zwischen
MZ- und DZ- Zwillingen und stellte eine erhéhte Konkordanz zwischen den monozygo-
ten im Vergleich zu den dizygoten Zwillingen fest. Dadurch zeigte er, wie wichtig der
Einfluss genetischer Faktoren auf phanotypische Auspragungen ist (Boomsma et al.
2002).
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In klassischen Zwillingsstudien werden monozygote mit dizygoten Zwillingen ver-
glichen. Monozygote Zwillinge stammen von einer befruchteten Eizelle und haben ein
identisches Erbgut. Dizygote Zwillinge dagegen sind nur zu 50 % identisch, so wie es
normale Geschwister auch sind. Der Unterschied zwischen dizygoten Zwillingen und
normalen Geschwistern liegt jedoch im Einfluss der Umweltfaktoren. Da Zwillinge zur
selben Zeit in derselben Familie aufwachsen, haben sie den groBten Teil ihrer Umwelt-
faktoren gemeinsam. Geschwister wachsen zwar auch in derselben Familie auf, sind
aber trotzdem teilweise und mehr als Zwillinge anderen Umweltfaktoren ausgesetzt, da
sie nicht in derselben Zeit aufwachsen (Vesell 1989; Boomsma et al. 2002).

Ein bedeutender Wissenschaftler in der pharmakogenetischen Forschung in den letzten
Jahrzehnten war Elliot S. Vesell. Er fihrte sehr viele Studien durch, die sich mit den
interindividuell unterschiedlichen pharmakogenetischen Aspekten eines Arzneimittels
beschaftigten. Der Studienablauf war &hnlich zu der in dieser Arbeit beschriebenen
Studie. Er verglich nach der Gabe eines Arzneistoffes dessen Konzentration im Plasma
von mono- und dizygoten Zwillingen. Die grundsatzlichen Uberlegungen zur Forschung
an monozygoten und dizygoten Zwillingen lassen sich in einer Formel darstellen, mit

der eine Aussage zum Einfluss von Umwelt und Genen getroffen werden kann:

(°DZ - :MZ)/>:DZ

o6:DZ = Varianz von innerhalb in der Studie untersuchten dizygoten Zwillingen

6:MZ = Varianz von innerhalb in der Studie untersuchten monozygoten Zwillingen

Die Varianz o* wurde wie folgt berechnet:

[ Y (Unterschiede zwischen den Zwillingen)? ]/2n

Wobei n fiir die Zahl der Zwillingspaare steht.

Die Formel (o°:DZ - 6°MZ)/o*DZ erlaubt ein Ergebnis im Bereich zwischen 0 und 1. Je

néher ein Wert sich der 1 néhert, desto groRer ist der erbliche Einfluss. Folglich spre-
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chen Resultate die gegen 0 gehen fir einen groReren Einfluss von Umweltfaktoren. Das
hei3t je groBer die Unterschiede in einer Kohorte MZ-Zwillinge sind, desto mehr Um-
weltfaktoren spielen bei der phénotypischen Auspréagung eine Rolle. Andersherum be-
steht ein groRerer genetischer Einfluss, wenn MZ-Zwillinge eine groRere Ahnlichkeit in
der Pharmakokinetik zeigen, als DZ-Zwillinge (Vesell 1989).

Auf diese Art und Weise testet er eine Vielzahl von Arzneimitteln, wie zum Beispiel
1967 Phenylbutazon oder 1968 Antipyrine (Vesell und Page 1968b; Vesell und Page
1968a). Mit diesen Studien konnte gezeigt werden, welch groRen Einfluss genetische
Faktoren fur viele pharmakokinetische Variationen haben.

Aber auch einige kritische Punkte beim Einsatz von Zwillingsstudien sind zu betrach-
ten. Man geht beim Vergleich von MZ- und DZ-Zwillingen davon aus, dass fur beide
die Umweltbedingungen gleich sind. Doch es ist bekannt, dass eineiige Zwillinge dazu
neigen, sich &hnlicher zu verhalten als zweieiige Zwillinge (z.B. bezuglich Kleidung,
Erndhrung und Kosmetik). Dies konnte am ahnlicheren Einfluss der Eltern auf die Ge-
schwister eines MZ-Paares im Vergleich zum Einfluss der Eltern auf DZ-Paare zurlck-
zuflihren sein. Daher konnte der genetische Beitrag zur phanotypischen Auspragung
uberschétzt werden. Ein weiteres Problem ist der Einsatz von Zwillingsstudien zur Er-
forschung von Ursachen gewisser Erkrankungen, wie z.B. dem Down Syndrom. Denn
sowohl das Vorkommen der Erkrankung als auch die Zwillingsgeburtenrate steigt mit
dem Alter der Mutter, sodass weitere Faktoren hinzugezogen werden missen, um
genaue Korrelationen feststellen zu kénnen (Vesell 1989). Neben den klassischen
Zwillingsstudien gibt es noch weitere Studiendesigns mit Zwillingen, wie z.B. die
Untersuchung von Zwillingen, die nicht in der gleichen Familie aufgewachsen sind
(adoptierte Zwillinge). Hier besteht eine genetische Verbindung, jedoch sind ihre
Umweltfaktoren unabhdngig. Dadurch lassen sich auch in diesem Studiendesign
Aussagen Uber den Einfluss von Umwelt und Genen auf die menschliche Variabilitat
machen (Boomsma et al. 2002).

Insgesamt ist festzustellen, dass Zwillingsstudien ein wichtiger und unverzichtbarer
Bestandteil der pharmakogenetischen und &tiologischen Forschung sind, um inter-

individuelle Variationen erklaren zu kdnnen.
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1.3.2  Familienstudien

Familienstudien werden nicht eingesetzt, um herauszufinden, ob ein genetischer
Zusammenhang zu bestimmten Variationen besteht, sondern sie schlieBen sich an
Zwillingsstudien an, die einen genetischen Zusammenhang schon nachgewiesen haben.
Sie haben das Ziel die Art der Vererbung nach Mendel zu identifizieren. Schon friih
wurden Familienstudien eingesetzt, um die Vererbungsart interindividueller Variationen
im Metabolismus verschiedener Arzneimittel herauszufinden (Vesell 1991).

Auch Familienstudien sind unersetzlich in der Erforschung genetisch interindividueller

Unterschiede.

1.4 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Studie ist es der personalisierten Medizin, bei der fir jeden Patienten fur
die entsprechende Erkrankung das optimale Arzneimittel in der optimalen Dosierung
gewahlt wird, einen Schritt ndher zu kommen.

Dazu ist es notwendig zu wissen, wie viel der Unterschiede in der Wirkung von
Arzneimitteln auf genetische Variation zurickzufihren ist. Um das herauszufinden
eignen sich besonders Zwillingsstudien, in denen man monozygote und dizygote
Zwillinge vergleicht. In unserer Studie sollen die In-vivo-Aktivitaten von MDR1 und
MRP2 mit Hilfe der Testsubstanz Talinolol bestimmt und anschlieend unter den
Zwillingen verglichen werden. Der Vergleich erfolgte Uber die gemessenen Blut-
konzentrationen und ermittelten pharmakokinetischen Parameter. Die Studie teilt sich in
3 identisch durchgefiihrte Studientage, sodass sowohl ein Vergleich zwischen den
Zwillingen aber auch ein Vergleich der Werte von einer Person an den unter-
schiedlichen Studientagen erfolgen konnte. Somit l&sst sich eine Aussage tber den Ein-
fluss von Genen auf die Aktivitat der Membran-Transportproteine treffen. Wenn in aus-
reichend vielen Studien belegt wird, dass der genetische Einfluss eine groRe Rolle im
Arzneimittelstoffwechsel spielt, so muss man im néchsten Schritt wissen, welche
genauen Polymorphismen mit welcher Transporteraktivitat einhergehen. Dazu gibt es

bereits einige Studien, die aber bisher nur wenige Polymorphismen beschrieben haben,
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die einen signifikanten Effekt auf die Aktivitdten von MDR1 und MRP2 haben. Unsere
Studie soll zusétzlich in Ergdnzung zu den anderen Studien die Auswirkungen der bei
uns gefundenen Polymorphismen auf die Pharmakokinetik von Talinolol, als In-vivo-
Testsubstanz, und somit auf die Aktivitdt von MDR1 und MRP2 beschreiben.

Zusammenfassend hat unsere Studie die Aufgabe zum einen zu untersuchen wie grof
der genetische Einfluss auf die Variation in der Pharmakokinetik der In-vivo-
Testsubstanz Talinolol ist und zum anderen den Einfluss von verschiedenen gefundenen
Polymorphismen auf die Aktivitat der Membran-Transportproteinen MDR1 und MRP2

zu beschreiben.
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2 Methoden

2.1 Konzept der klinischen Studie

Um erbliche Einflusse auf die Wirkweise von Medikamenten zu untersuchen, eignet sich am
besten die Durchfiihrung einer Zwillingsstudie. Auf diese Weise kann festgestellt werden, wie
hoch der Einfluss von Umwelt, Lebensgewohnheiten und erblichen Faktoren auf die Wirkung
eines Medikamentes ist.

Bei der durchgeflihrten Zwillingsstudie handelte es sich um eine offene, nicht randomisierte,
pharmakokinetische und pharmakogenetische Arzneimittelstudie.

Den Probanden wurden in festgelegten Abstédnden folgende funf Medikamente verabreicht:

Tabelle 9: Studienmedikation

Substanz | Handelsname Dosis Art der Gabe
Talinolol Cordanum 50mg 50 mg p.o.
Caffeine Percoffedrinol N 50 mg p.o.
Metoprolol | Beloci.v. 5mg (AY
Torasemid | Torem 200 Infusionsldsung 2,5mg (AY2
Midazolam | Dormicum V 5mg/5ml 0,2 mg V.

Bei der Wahl der Medikamente wurde darauf geachtet, dass diese sich nicht gegenseitig be-
einflussen und nicht Gber den gleichen Weg verstoffwechselt werden.

Mit Hilfe der Blut- und Urinkonzentrationen des Medikaments kann auf die Aktivitat der ent-
sprechenden Enzyme und Transporter geschlossen werden.

Die Konzentration von Midazolam im Blut gibt Hinweise auf die Aktivitat von CYP3A4 und
CYP3AD5, die Konzentration von Torasemid auf die Aktivitat von CYP2C9 und den Transpor-
ter OATP1B1, die Konzentration von Metoprolol auf die Aktivitdt von CYP2D6, die Kon-
zentration von Coffein auf die Aktivitdt von CYP1A2 und NAT2 und die Konzentration von
Talinolol im Blut gibt Hinweise auf die Aktivitat der Transporter MDR1 und MRP2.

Das allgemeine Konzept der Studie ist in folgender Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 10: Studienkonzept

Geplante Anzahl an Probanden | 120 gesunde Freiwillige (Zwillinge); 30 monozygote
(MZ) und 30 dizygote (DZ) Zwillingsparchen

Geplante Anzahl an Studien- Eine Studieneinrichtung, Institut fir Klinische Pharma-

einrichtungen kologie der Universitdtsmedizin Gottingen

Arbeitsvorgehen Alle Probanden erhalten die gleiche Arzneimittelkom-
bination

Grad der Verblindung Offene, nicht verblindete Studie

Studiendesign Prinzip der wiederholten Medikamentengabe

Andere wichtige Gesichtspunk- | Zwillingsstudie zur Analyse der Erblichkeit von

te pharmakokinetischen und pharmakodynamischen As-
pekten

2.2 Details der klinischen Studie

2.2.1  Probanden

Madgliche Studienteilnehmer waren gesunde monozygote oder dizygote gleichgeschlechtliche
Zwillinge im Alter zwischen 18 und 65 Jahren. Voraussetzung fiir beide Zwillinge war ein
BMI zwischen 18 kg/m? und 33 kg/m? und ein Korpergewicht zwischen 50 kg und 120 kg.
Raucher wurden nur dann eingeschlossen, wenn die Rauchgewohnheiten des einen Zwillings
den Gewohnheiten des Anderen entsprachen (+/- 10 Zigaretten).

Zwingend notwendig bei weiblichen Probanden waren ein negativer Schwangerschaftstest
und die Bereitschaft, wahrend der Studie sichere Verhitungsmethoden zu verwenden.
Zwischen Blut-, Plasma-, und Thrombozytenspende, Impfungen sowie einer Teilnahme an
einer anderen klinischen Studie und der Zwillingsstudie durften nicht weniger als 30 Tage
vergangen sein.

Eindeutige Ausschlusskriterien waren Erkrankungen an Leber, Niere, Herz und Lunge (z.B.
Asthma), insbesondere wenn die Gabe der Medikamente fir diese Erkrankungen kontra-
indiziert war. Ein bekanntes Raynaud Syndrom fiihrte zum Ausschluss der Probanden.
Probanden mit Uberempfindlichkeitsreaktionen oder anaphylaktischen Ereignissen in der
Vorgeschichte konnten nicht an der Studie teilnehmen, insbesondere wenn sich die allergische

Reaktion auf ein Medikament bezogen hat.
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Eingeschlossen werden konnten nur Zwillinge ohne chronische Erkrankungen (HIV,
Hepatitis B oder Hepatitis C) und ohne Suchterkrankungen. Die Einnahme von
Medikamenten mit Ausnahme von oralen Kontrazeptiva wurde nicht gestattet.

Eine wichtige Voraussetzung war die Kooperation der Probanden mit dem Studienpersonal
und die strikte Einhaltung der Anweisungen.

Bevor die Studie begonnen werden konnte, waren ein ausfuhrliches Vorgesprach und die
Aufklarung von einem Studienarzt und eine schriftliche Einverstandniserklarung beider

Probanden notwendig.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung

Alter zwischen 18 und 65 Jahren

Gewicht 50 - 120 kg und BMI 18-33 kg/m?

Rauchgewohnheiten &hnlich des Zwillingspartners (+/- 10/d)

Keine pathologischen Untersuchungsergebnisse

Bei zweieiigen Zwillingspaaren: Gleichgeschlechtlichkeit

Bei Frauen: Negativer Schwangerschaftstest und Bereitschaft wahrend

der Studie zu verhiten

Keine Ausschlusskriterien laut Anamnese

Ausschlusskriterien

Teilnahme an einer klinischen Prifung innerhalb der letzten 30d
Blutspende innerhalb der letzten 30 d

Schwangerschaft oder Stillzeit

Akute Erkrankungen oder Fieber >37.5 °C

Stérungen der Leber- und/oder Nierenfunktion

Infektion der Nieren und/oder ableitenden Harnwege
Herzerkrankungen als Kontraindikationen ftir Betablocker

Chronische Erkrankungen ( Hepatitis B, Hepatitis C, HIV)
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Ausschlusskriterien

GroRere gastro-intestinale Operationen und Erkrankungen

Bekanntes Raynaud Syndrom

Laborwerte auRerhalb der Norm

Regelmaliige Medikamenteneinnahme (aufRer Pille)

Suchterkrankungen (z.B. Alkohol, Drogen, Medikamente)

Bekannte Arzneimittelallergie

Befund, der nach Ansicht des Personals Ablauf oder Ergebnis der Studie

beeintrachtigen wirde

2.2.2  Vorgesprach/Aufklarungsgesprach

Bevor sich die Probanden fiir die Teilnahme an der Studie entschlossen haben, fand ein aus-
fuhrliches Vorgesprach statt, welches von einem Priifarzt durchgefihrt wurde. Inhalt des Ge-
sprachs waren der Ablauf, Intention und Ziel der Studie, Informationen zu den eingesetzten
Medikamenten mit den entsprechenden maéglichen Nebenwirkungen und die Aufklarung Gber
die Erndhrungsvorschriften wahrend der Studie. Nach Klarung offen gebliebener Fragen und
dem Entschluss an der Studie teilzunehmen, wurde den Probanden die Probandeninformation,
eine Kopie von der unterschriebenen Datenschutzerklarung und Probandeneinverstandnis-
erklarung, eine Kopie von der Einwilligung zur Aufnahme in die Probandenkartei und die
Erndhrungsvorschriften ausgehandigt.

Um den Probanden Bedenkzeit zur Studieneinwilligung zu geben, wurde zwischen Vor-
gesprach und Einwilligung der Probanden ein ausreichender Zeitraum gewaéhrleistet.

Um das medizinische Screening durchfiihren zu kénnen, waren folgende unterschriebenen
Unterlagen notwendig: Datenschutzerkldrung, Probandeneinverstandniserkldrung und ausge-
flllter Erndhrungsfragebogen.
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2.2.3  Medizinisches Screening

Bei allen Zwillingen, die nach Vorgespréach und Einwilligung als Probanden in Frage kamen,
wurde eine ausfiihrliche Anamnese und Voruntersuchung durchgefhrt.

Besonderes Augenmerk bei der Anamnese wurde auf Allergien, Leber- und Nieren-
erkrankungen gelegt. Ziel war es jedoch alle relevanten Erkrankungen und Ereignisse in der
Vorgeschichte zu erfassen. Wichtig waren auch die Fragen nach der Einnahme von
Medikamenten und das Vorliegen einer Suchterkrankung. Anschliefend wurde bei den
Probanden Lunge und Herz abgehért, Abdomen palpiert, Blutdruck, Temperatur und Puls
gemessen. AulRerdem gehorte zum korperlichen Screening ein EKG, eine Blutentnahme und
eine Urinuntersuchung einschliellich Drogentest und bei weiblichen Probanden ein
Schwangerschaftstest. Der Rachen wurde inspiziert, die Lymphknoten und die Schilddriise
wurden abgetastet. Bei Auffalligkeiten in der Anamnese konnten weitere Untersuchungen

erganzt werden.

2.2.4  Ablauf der Studie

Wenn aus medizinischer Sicht keine Bedenken bestanden, an der Studie teilzunehmen und die
Probanden die schriftliche Einverstandniserklarung abgegeben hatten, erfolgte die arztliche
Freigabe zur Durchflihrung der Studientage.

Die Studie bestand aus drei Studienphasen mit je zwei Studientagen. Der Abstand zwischen
Screening und 1. Studientag durfte nicht mehr als 42 Tage betragen.

Zwischen den einzelnen Studienphasen musste mindestens ein Zeitraum von einer Woche

eingehalten werden.

Tabelle 12: Studienplan

Zeit (in Tagen) -14 1 2 7 8 14 15
Einwilligung X
Prifung Ein- und Aus- X X X X

schlusskriterien
Erné&hrungsfragebogen X (x) (x) x)
Krankengeschichte (1) X

Frage Begleitmedikation X X X X X X X
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Visite:

1 2 3 4 5 6 7

kérperliche Untersuchung X

Vitalparameter X X X X X X
Monitoring X X X

EKG X X X X X X X
Schwangerschaftstest (2) X X X X
Urinanalyse (3) X X X X
Drogentest (4) X (x) (x) x)
Klinische Chemie (5) X

Medikamentengabe X X X
Blutentnahmen X X X X X X

Pharmakogenetikprobe X
DNA-Blutprobe zur Ge- X X x) x)
notypisierung

Urinsammlung X X X X X X
Korpertemperatur X X X X X X X
Atemalkohol X X (x) X (x) X (x)
adverse event monitoring X X X X X X
Zahlung der Aufwands- X

entschadigung

1)

@)
(3)

(4)

()

Erkrankungen/Symptome, die beim ersten Besuch erkannt werden, werden als
Krankengeschichte (medical history) und nicht als adverse event notiert.

bei Frauen im gebé&rfahigem Alter

Standard Urin Dip stick: pH, spezifisches Gewicht, Leukozyten, Nitrite, Proteine,
Glukose, Ketone, Urobilinogen, Bilirubin, Erythrozyten

folgenden Substanzen wurden getestet: Amphetamine, Benzodiazepine, Kokain,
Metamphetamine, Opioide und Cannabis

kleines Blutbild: H&moglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten;

+ Kalium, Calcium, Natrium, Kreatinin, Gesamt-Bilirubin, AST
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Zwei Wochen vor jeder Studienphase waren bestimmte Ern&dhrungsvorschriften einzuhalten.
Am 1. Studientag erschienen die Probanden nlichtern morgens um 7:00 Uhr auf der Station.
Zunéchst wurde ein kurzer Gesundheitscheck durchgefiihrt, der unter anderem die Ermittlung
der Korpertemperatur, ein EKG, Blutdruck- und Pulsmessung beinhaltete. Auch die
Ermittlung des Atemalkohols wurde routineméRig durchgefthrt.

Bevor der Studientag gestartet werden konnte musste noch eine Urinprobe zur Urinanalyse,
bei Verdacht zur Durchfuihrung eines Drogentests und bei weiblichen Probanden zur Durch-
flhrung eines Schwangerschaftstests, abgegeben werden.

Wenn aus medizinischer Sicht keine Bedenken zur Teilnahme am Studientag bestanden,
wurden den Probanden jeweils zwei Venenverweilkanilen gelegt. Die erste
Venenverweilkanlle wurde benutzt zur Applikation der i.v. Medikation, die zweite fur die
Blutentnahmen. Bevor die erste Medikation gegeben wurde, mussten die Probanden auf die
Toilette gehen, um die Blase vollstandig zu entleeren. Ab diesem Zeitpunkt begann die Urin-
sammlung in 3 Liter groRen Urinkanistern.

Der erste Zwilling wurde an den Monitor angeschlossen und nach einer erneuten Priifung der
Vitalparameter wurde diesem das erste Medikament i.v. verabreicht. Mit dem zweiten
Zwilling wurde zeitversetzt 10 Minuten spater gestartet.

Den weiteren Ablauf der ersten Studienphase beschreiben die folgenden zwei Tabellen.

Tabelle 13: Ablauf der ersten Studienphase

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Zeitfenster - 5 5 10 10 10 15 15 15 30 30 30 60 60 120
(min)

Ein/Aus- X

schluss-

kriterien

Frage nach X

Medika-

mentenein-

nahmen

Zeit (min) 0 15 30 45 60 90 120 150 180 240 300 360 420 480 1440
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Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Zeitfenster - 5 5 10 10 10 15 15 15 30 30 30 60 60 120
(min)

Vitalpara- X X X X X X X X X
meter

Monitor- X X X X X X X X X

uber-

wachung

EKG X X X

Schwanger- X

schaftstest

Urin- X

analyse

Drogentest X

Urin- X X X X X X X X X X X X X X X
sammlung

Korper- X X
temperatur

Atem- X X
alkohol

Medikamentenapplikation

Midazolam O,
(2 min In- 2
fusion) m

g
Torasemid 2,5
(2 min In- m
fusion) g
Metoprolol 5
(20 min mg
Infusion)

Coffein 50
(p.0) mg
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Zeit (min) 0 15 30 45 60 90 120 150 180 240 300 360 420 480 1440
Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zeitfenster - 5 5 10 10 10 15 15 15 30 30 30 60 60 120
(min)

Talinolol 50

(p.0.) mg

Blutent- X X X X X X X X X X X X X X X
nahme

DNA- X

Blutprobe

zur Geno-

typisierung

adverse X X X X X X X X X X X X X X X
event moni-

toring

Studienphase Ubersicht

Die Gabe von Midazolam, Torasemid und Metoprolol erfolgte i.v., Coffein und Talinolol
wurden in Tablettenform oral verabreicht. Um einer Hypoglykédmie vorzubeugen, bekamen
die Probanden eine Stunde nach Verabreichung von Talinolol Apfelsaft gereicht. Zwei

Stunden nach der letzten Medikamentengabe durften die Probanden Essen zu sich nehmen.

Am Zeitpunkt 11 und Zeitpunkt 14 wurde der Sammelurin gewogen und anschlieRend
Proben genommen (3x 10 ml Urinmonovetten). Diese wurden eingefroren und der Rest des

Urins im Kanister verworfen.

Die Blutproben zur pharmakokinetischen Analyse, die an 15 verschiedenen Zeitpunkten
abgenommen wurden, wurden zentrifugiert, das Serum vom Blutkuchen separiert und das
Serum anschlieRend eingefroren.

Mit Zeitpunkt 14 endete der 1. Studientag, die Venenverweilkanilen wurden entfernt und die

Probanden konnten die Probandenstation verlassen.
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24 Stunden nach der ersten Medikamentengabe mussten sich die Zwillinge erneut zum Zeit-
punkt 15 auf der Probandenstation zur Beendigung der ersten Studienphase einfinden. An
diesem letzten Zeitpunkt wurden noch einmal die Vitalparameter bestimmt, die Korper-
temperatur ermittelt und ein EKG geschrieben. Eine letzte Blutentnahme wurde durchgefihrt
und der Urinsammelkanister, in den die Probanden den ganzen Urin seit dem Zeitpunkt 14
gesammelt haben, abgegeben. Der Sammelurin wurde gewogen und anschlieBend nach dem
gleichen Procedere wie am Vortag Proben entnommen.

Jegliche unerwiinschte Ereignisse, die wahrend der Studie stattfanden, wurden in einem AE

(adverse event)- Bogen dokumentiert.

Die folgenden zwei Studienphasen liefen nach genau dem gleichen Schema ab.
Pro Studienphase und Proband betrug die abgenommene Blutmenge 116,1 ml. Insgesamt,
nach drei Studienphasen, belief sich die abgenommene Blutmenge auf rund 350 ml. Das

entspricht weniger als eine einmalige Blutspende.

2.2.5 Erndhrungsvorschriften

Ab 2 Wochen vor der ersten Studienphase mussten sich die Probanden an folgende
Erndhrungsvorschriften halten.

Ab 2 Wochen vor Studienbeginn und wéhrend der gesamten Studie durften keine Chinin-
haltigen Erfrischungsgetranke aufgenommen werden.

Ab 1 Woche vor Studienbeginn durften die Rauchgewohnheiten nicht gedndert werden und
die Aufnahme von Grapefruitsaft, Kaffee, Schwarzem Tee, Cola (etc.) wurde untersagt.

Ab 24 Stunden vor jedem Studientag durften keine intensivierten Didtmalinahmen mit dem
Ziel einer Gewichtsabnahme parallel zur Studie durchgefiihrt werden. AuRerdem waren
intensive sportliche Aktivitdten zu untersagen. Die Einnahme von Arznei- oder
Nahrungserganzungsmitteln ohne vorherige Ricksprache mit dem Studienarzt war nicht
erlaubt. Voraussetzung war, dass keine Drogen eingenommen wurden. Zudem war das Fihren
von Kraftfahrzeugen am Studientag bis 20 Stunden nach Arzneimittelgaben verboten.

Ab 8 Stunden vor jedem Studientag durften keine Nahrungsmittel mehr eingenommen

werden, damit die Nichternheit gewéhrleistet war.
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2.2.6  Malnahmen zur Sicherheit der Probanden

Alle Probanden waren durch eine Probandenversicherung abgesichert.

Durch das Studienhandy konnte das Personal 24 h am Tag erreicht werden, sodass auch bei
Notféllen nachts ein Ansprechpartner vorhanden war.

Wéhrend der Studientage wurden die Probanden mit einem Monitor (Aufzeichnung von EKG
und Puls) tGberwacht und in regelméRigen Abstdnden der Blutdruck gemessen. Eine Notfall-
klingel lag immer am Bett bereit. Bei einer Sinusbradykardie (Puls < 50/min) wurde auf die
Gabe von Beta-Blockern verzichtet. Wahrend der Durchfiihrung der Studientage musste

immer ein Arzt anwesend sein. Notfallmedikation und ein Notfallwagen waren vorhanden.

2.2.7  Dokumentation und Datenschutz

Zur Anonymisierung bekam jeder Proband eine Zahl zugeordnet, beginnend bei 1. Zur Unter-
scheidung der Zwillinge wurden diesen die Buchstaben A und B zugeordnet und zusétzlich
Initialen vergeben, die jeweils aus den Anfangsbuchstaben von Vor- und Nachnamen
bestanden. Mit Hilfe des ,,Studiencodes* (z.B. 01A/01B) war immer eine eindeutige
Identifikation des Probanden durch das Studienpersonal gegeben.

Aus Datenschutzgriinden durften nie der vollstindige Name und der Studiencode zusammen

in einem Dokument abgelegt sein.

Alle Studien bezogenen Interventionen wurden in einem CRF (case report form)
dokumentiert. Fir jeden Probanden wurde ein CRF angelegt, der nur durch den Code den
verschiedenen Probanden zugeordnet werden konnte.

Alle unerwiinschten Ereignisse, die nach Einschluss in die Studie bis Abschluss der Studie
auftraten, wurden als AE (adverse event) oder als SAE (serious adverse event) erfasst.

Ein Adverse event ist die Entwicklung eines unerwiinschten medizinischen Zustandes oder
eine Verschlechterung des Zustandes nach oder wéhrend der Gabe eines Arzneimittels, egal
ob ein kausaler Zusammenhang zwischen Ereignis und der Applikation besteht. Ein
unerwunschtes Ereignis kann ein Symptom, ein medizinischer Messparameter (z.B. Tachy-
kardie im EKG) oder pathologische Untersuchungsergebnisse sein (z.B. Laborwerte).

Bei jedem Besuch wurden AEs erfragt und notiert. Fir die Dokumentation mussten Start-
datum, Enddatum, Intensitat (mild, moderat, schwer), Dauer, Interventionen, Arzneimittel-

einnahme (Arzneimittelbogen) und der Kausalzusammenhang (Zusammenhang zwischen



2 Methoden 42

Ereignis und Arzneimittelgabe (sicher, wahrscheinlich, moglich, ausgeschlossen, nicht
beurteilbar)) erfasst werden.

Ein serious adverse event (SAE) ist ein Ereignis, das mindestens eins der folgenden Kriterien
erfillt: zum Tode flhrt, lebensbedrohlich ist, zur Krankenhauseinweisung fiihrt oder einen
Krankenhausaufenthalt verlangert, zur persistierenden oder signifikanten Arbeitsunféhigkeit
oder Behinderung fihrt, zu einer Fehlgeburt fiihrt, ein wichtiges medizinisches Ereignis, das
den Probanden geféhrdet oder eine Intervention nétig wird, um die vorher beschriebenen
Kriterien zu verhindern. Alle SAEs mussten innerhalb 24 Stunden der Studienleitung und
dem Sponsor mitgeteilt werden. Des Weiteren wurden die Ethikkommission und das BfArM

informiert.

2.2.8  Rechte der Probanden

Jeder Proband hatte das Recht, die Studie jederzeit ohne Begriindung abzubrechen. AuRerdem
mussten ihm bei Bedarf alle Ergebnisse der Voruntersuchung vollstandig mitgeteilt und eine
Kopie dieser ausgestellt werden. Bei Abbruch der Studie wurde den Probanden der bis dahin

geleistete Aufwand entschéadigt.

2.3 Definition und Berechnung pharmakokinetischer Parameter

2.3.1 Bioverfugbarkeit

Unter Bioverfligbarkeit verstent man die Menge eines Arzneimittels, die nach extravasaler
Applikation im systemischen Kreislauf verfiigbar ist. Sie wird unter anderem durch die
unvollstandige Resorption im Darm und den First-Pass-Metabolismus in der Leber vermindert

(présystemische Elimination).

2.3.1.1 Bioverfugbarkeit und AUC (area under the curve)

AUC bezeichnet die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve. Sie ist proportional zu der
Menge eines Arzneimittels, die in den Blutkreislauf gelangt und somit proportional zur
bioverfligbaren Menge des Arzneimittels. Entspricht die AUC bei i.v.-Gabe der AUC bei
oraler Gabe, so betragt die orale Bioverfligbarkeit 100 %.

F: AUCora| /AUCintra\/en@S (F: Bloverfugbarke't)
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Bei der Berechnung der AUC werden zwei unterschiedliche Messmethoden angewandt.
AUClast beschreibt die Flache unter der Kurve bis zur letzten quantifizierbaren
Konzentration. AUCinf ist die Fl&che unter der Kurve mit Exploration nach unendlich.
Zusétzlich l&sst sich die AUC in partielle Bereiche aufteilen. Aufgrund des Konzentrations-
verlaufes von Talinolol erschien es sinnvoll, in dieser Arbeit die partiellen AUC 0-360
Minuten und AUC 0-720 Minuten zu berechnen.

Zur Berechnung der AUC in dieser Arbeit wurde mittels der log-linearen Trapezregel die
Flache bis zur letzten Messung bestimmt. Es erfolgte also bis zu Cyax €ine lineare und darauf-
folgend bis zum letzten Messzeitpunkt eine logarithmische Interpolation. AnschlieBend wurde
die Restflache vom letzten Messzeitpunkt an entsprechend dem Konzentrationsabfall der
letzten drei bis flnf gemessenen Konzentrationen gegen unendlich (infinity) extrapoliert
(AUCo.inf). Alternativ kann auch lediglich die AUC bis zur letzten gemessenen Konzentration
angegeben werden (AUC,s) (Matthaei 2014).

2.3.2 Clearance - CL

Die Gesamtplasmaclearance, gibt die Menge Plasma an, die pro Zeiteinheit von einem
bestimmten Stoff befreit wird. Dies geschieht durch Ausscheidung des Stoffes vor allem (iber
die Nieren und die Leber. Somit errechnet sich die Gesamtclearance aus Summe von renaler

und hepatischer Clearance.

Cligt= Clyen + CIhepatisch

Die Gesamtclearance lasst sich aus dem Quotienten von Dosis (D) und AUC errechnen.

Cltot: D /AUC

2.3.3  Verteilungsvolumen- V

Das Verteilungsvolumen gibt die Menge an Flissigkeit an, welche bendtigt werden wirde,
um das gesamte Arzneimittel soweit aufzulésen, um dieselbe Konzentration zu erhalten, die
im Plasma vorhanden ist. Es stellt somit eine Verbindung zwischen der verabreichten Dosis

(D) und der Plasmakonzentration (c) des Arzneimittels her.
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c=D/V oder umgestellt

V=D/c

2.3.4  Halbwertszeit

Unter der Halbwertszeit versteht man die Zeit, in der sich die Plasmakonzentration eines
Arzneimittels halbiert und somit zur Halfte aus dem Korper eliminiert ist.

Diese Eliminationshalbwertszeit ist abh&ngig vom Verteilungsvolumen und der Clearance.

Es ergibt sich folgende Gleichung, wobei In2 ungeféhr 0,693 betréagt.

tip=IN2 x V/ CI

2.3.5  Maximale Plasmakonzentration - Cnyax
Die maximale Plasmakonzentration beschreibt die hochste Konzentration, die das
Arzneimittel im Plasma erreicht. Der Zeitpunkt, an dem die maximale Plasmakonzentration

erreicht wird, wird als tmay bezeichnet.

2.3.6  Mean residence time - MRT

MRT beschreibt die mittlere Verweildauer eines Partikels (z.B. Arzneimittels) im Korper.

2.3.7  Extrapolationen

Die Extrapolationen sind auf zwei verschiedenen Wegen moglich. Zum einen kann bis zur
letzten tatséchlich gemessenen Grolie extrapoliert werden (observed), zum anderen kann mit
Hilfe der letzten tatsachlich gemessenen Werte ein erwarteter Wert errechnet werden, bis zu
dem extrapliert wird (predicted). Da mit dem letzteren Verfahren genauere Werte erreicht

werden kdnnen, sind auch diese in dieser Arbeit verwendet worden.
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2.4  Analysemethoden fir Talinolol-Konzentration

Die  Bestimmung der Plasmakonzentration von  Talinolol  erfolgte  durch
Flussigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS-MS) am Dr. Margarete
Fischer-Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie in Stuttgart. Dazu wurde das Agilent
6460 Triple Quadrupole Massenspektrometer (Agilent, Waldbronn, Germany) gekoppelt an
Agilent 1200 HPLC-System bestehend aus Degasser G1379B, bindre Pumpe G1312B, Well-
plate Sampler G1367D und Sdaulenthermostat G1316B verwendet. Um die
Plasmakonzentrationen bestimmen zu kdnnen, mussten die Proben aufgearbeitet werden,
indem zundchst 100 pl Plasma mit 10 pl der internen Standardarbeitslosung (Talinolol-ds,
Toronto Research Chemicals, Nr. TO05002) versetzt wurden. Nach dem vortexen wurde das
Gemisch 5 Minuten stehen gelassen. Es folgte eine Proteinfallung mit 200 pl Acetonitril mit
anschlieBender 10 mindtiger Zentrifugation bei 13000 U/min (Eppendorf Zentrifuge 5424).
Der gesamte Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR uberfihrt und vollstandig bei
37° C unter Stickstoff abgeblasen. Der Riickstand wurde in 50 pl Eluent aufgenommen und
anschlieBend 5 Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert. SchlieBlich wurden 40 pl des
Uberstandes in Wellplate umpipettiert und 10 ul fiir die LC-MS-MS-Messung verwendet. Die
Trennung erfolgte mittels einer US6240 Séaule (Modulo-cart QK Strategy 5 pro 100x2.1mm,
Interchim). Die Detektion der Analyten erfolgte nach Elektro-Spray-lonisation (electro spray
ionisation). Eichgeraden werden aus den Kalibrierproben durch gewichtete (1/x) lineare
Regression des Peakflachenverhéltnisses Analyt / Interner Standard gegen das
Konzentrationsverhéltnis Analyt / Interner Standard erhalten. Die entsprechenden Deuterium-

markierten Analoga der Analyten werden als interne Standards verwendet.

2.5  Analysenmethoden fir Genvarianten

Zur Analyse von Genvarianten wurde jedem Probanden am ersten Studientag ein
2,7 ml-EDTA-Blutréhrchen abgenommen und bis zur Bearbeitung bei einer Temperatur von
< -20 °C gelagert. Die Durchfiihrung der Analysen erfolgte im Labor der Abteilung Klinische
Pharmakologie der Universitdtsmedizin Gottingen.

Durch die Bestimmung der Genvarianten, war auch die Feststellung des Zwillingsstatus
maoglich. Beim kompletten Ubereinstimmen der Genvarianten lag Eineiigkeit vor, bei
mindestens einer unterschiedlichen Genvariante zwischen den Zwillingspaaren lag

Zweieiigkeit vor.
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Zur Analyse der Genvarianten war zundchst die DNA-Extraktion notwendig. Sie erfolgte au-
tomatisch mit Hilfe des BioRobot EZ1 (Firma Qiagen). Dabei wurde der EZ1 DNA Blood Kit
(Qiagen) verwendet, der auf Festphasenextraktion mit Hilfe von Magnetic- Beads basiert. Aus
350 ul Vollblut konnten dadurch 200 ul DNA-L6sung extrahiert werden. Die extrahierte
DNA wurde anschlielend mittels PCR (polymerase chain reaction; Polymerase-
Kettenreaktion) amplifiziert. Anschliefend wurden per DNA-Sequenzierung die Polymor-
phismen von MDR1 und MRP2 bestimmt, zu denen es aus der Literatur mindestens einen
deutlichen Hinweis gab, dass diese einen Einfluss auf die Funktion des jeweiligen Transport-
proteins haben.

2.6 Statistische Methoden

Grundsatzlich gibt es in der statistischen Datenprasentation und in der statistischen Analyse
von metrischen GroRen die so genannte parametrische und die nicht-parametrische Statistik.
Die parametrische Statistik ist streng genommen nur dann anwendbar, wenn die Messwerte
normalverteilt sind. Die Normalverteilung wird dann mit dem Mittelwert (MW) und der
Standardabweichung (SD) beschrieben und die Frage, ob sich zwei Gruppen signifikant
unterscheiden, wird mittels des t-Testes analysiert. Die Signifikanz von Unterschieden
zwischen mehr als zwei Gruppen wird mittels der Varianzanalyse untersucht und eventuelle
Korrelationen zwischen derartigen normalverteilten GroRen werden mittels linearer
Regressionsanalyse untersucht. Ein Vorteil der so genannten parametrischen Statistik ist, dass
in dem Gebiet viele Verfahren auch fir komplexe statistische Analysen gut etabliert sind, so

auch die speziellen Verfahren zur Erblichkeitsanalyse.

Wenn die Messwerte nicht normalverteilt sind, was bei biologischen Gréfien oft der Fall ist,
gibt es unterschiedliche Wege damit umzugehen. Eine nicht selten anzutreffende Praxis ist,
uber kleine Abweichungen von der Normalverteilung hinwegzusehen. Korrektere Verfahren
waéren die Transformation, zum Beispiel die Logarithmierung, wodurch oft die Verteilungen

normalverteilt werden.

Die vielleicht beste Lésung der Prasentation von nicht normalverteilten Messwerten ist die so
genannte nicht-parametrische Statistik. Dabei werden als KenngroRen der Median (der Wert,
der an mittlerer Stelle steht, wenn man die Werte der Grofle nach sortiert), der
Inter-Quartilenbereich (also bei 100 der GroRe nach gereihten Messwerten der Bereich

zwischen dem 25. und dem 75. Wert). Typische statistische Vergleiche in der
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nichtparametrischen Analyse sind der U-Test flr nicht verbundene (nicht miteinander
zusammenhé&ngende) Stichproben bzw. der Kruskal-Wallis-Test fiir mehr als 2 Gruppen.

2.6.1  Statistik fur Erblichkeitsberechnungen
Die Erblichkeit kann nach der Formel von Falconer berechnet werden (hy? = 2(fmz-tq.)). Dazu
werden die Korrelationen zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen herangezogen.

Eine weitere Moglichkeit, eine Aussage Uber die Erblichkeit zu treffen, hat Kalow
beschrieben. Kalow ist der Auffassung, dass es mdglich ist, durch die repetitive Gabe von
Prifsubstanzen und anschlieBendem Vergleich der Streuung innerhalb der Personen und
zwischen den Personen Hinweise tUber die mogliche Erblichkeit zu gewinnen. Ein Mal3 fir die

Streuung beziehungsweise Variation ist die Standardabweichung und die Varianz.

Tabelle 14: verwendete Abkurzungen zur Herleitung der Formel
rGC=SDy’ - SDy* / SDy’

Abkilirzung

SDy interindividuelle (between) Standardabweichung
SDy, intraindividuelle (within) Standardabweichung
Vg genetische Variation

Ve Variation durch Umweltfaktoren (environmental)
Vm Variation durch Messfehler

Die Varianz zwischen verschiedenen Personen kann man in der folgenden Gleichung
darstellen:
SDy” = V&’ + Ve + V'

Fur die Varianz innerhalb von Personen ergibt sich somit entsprechend folgende Gleichung:

SDW2 = VG2 + VE2 + VM2



2 Methoden 48

Da davon ausgegangen werden kann, dass bei repetitiven Gaben von Priifstoffen der
genetische Teil immer gleich bleibt, kann die obige Gleichung vereinfacht dargestellt werden
als:

SDy? = VE% + V2
Die genetische Determinante V¢® kann nun durch die Kombination der beiden obigen

Gleichungen SD,,?und SDy? bestimmt werden:

SDy2- SD,? = V&2

V&?/ SDy? (entspricht SDy? - SDy? / SDy?) stellt das MaR fiir die Erblichkeit dar. Nach Kalow
wird der ermittelte Wert aus dieser Gleichung als genetische Determinante (rGC) bezeichnet.
Mit dieser Formel rGC= SD;?- SD,,2 / SDy,? lassen sich nun aus den ermittelten Standard-

abweichungen innerhalb der Personen und zwischen den Personen Hinweise auf mogliche
Erblichkeit gewinnen (Kalow et al. 1998).
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchte Probandenstichprobe

Die untersuchte Probandenstichprobe bestand aus insgesamt 29 Zwillingspaaren, also 58
Personen. Davon waren 20 Paare eineiig und 9 Paare zweieiig. Verschiedene Merkmale wie
Alter, Gewicht, GroRe, BMI und Rauchgewohnheiten sind als Mittelwerte der gesamten
Stichprobe und als Mittelwerte der ein- und zweieiigen Paare in folgender Tabelle dargestellt.

Zudem zeigt die Tabelle die Geschlechterverteilung der untersuchten Probandenstichprobe.

Tabelle 15: Untersuchte Probandenstichprobe

Total M W Alter Gewicht GroRe BMI Raucher
(Jahre) (C0)) (m) (kg/m?) aktuell
n n n MW (SD), darunter Bereich n
Gesamt 58 26 32 241(80) 685(105) 1,74(8,7) 22,5(2,6) 16
18 - 56 53,5-944 1,57-1,95 17,7-30,2
Eineiig 40 18 22 24,7(86) 69,3(11,3) 174(85)  22,8(25) 10
18 - 56 53,5-94,4 1,57-1,93 18,3-30,2
Zweieiig 18 8 10 229(64) 66,7 (84) 1,73(9,4)  22,0(2,8) 6
18 - 36 55,9-81 1,62-1,95 17,7-27,9

*M maénnlich, W weiblich, MW Mittelwert, SD Standardabweichung

Wie man aus der Tabelle sieht, unterschieden sich die mono- und dizygoten Zwillingspaare
nicht wesentlich im Alter, Gewicht, KérpergroRe und Body Mass Index.

3.2 Untersuchte bekannte Genvarianten in MDR1 und MRP2

In beiden Genen haben wir die Varianten analysiert, zu denen es aus der Literatur mindestens
einen deutlichen Hinweis gab, dass diese einen Einfluss auf die Funktion des jeweiligen
Transportproteins haben. In der folgenden Tabelle sind die jeweiligen Genvarianten der in
dieser Arbeit betrachteten Zwillingspaare dargestellt. Die Homozygoten- und Heterozygoten-

frequenz sind jeweils in Prozent angegeben.
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Tabelle 16: Genvarianten in MDR1 und MRP2
Gen rsNummer wt/wt (C/C) wt/var (C/T) var/var (T/T)
n (%) n (%) n (%)
MDR1 | rs1045642 | 3435C>T | 12 (20,7 %) 38 (65,5 %) 8 (13,8 %)
MDR1 | rs1128503 | 1236C>T | 18 (31 %) 29 (50 %) 11 (19 %)
Gen rsNummer wt/wt (G/G) wt/var (G/A) var/var (A/A)
n (%) n (%) n (%)
MRP2 | rs2273697 | 1249G>A | 37 (63,8%) | 19 (32,8 %) 2 (3,4 %)
MRP2 [ rs717620 |-24C>T |47 (81,1%) |10 (17,2 %) 1(1,7 %)

In der untersuchten Studienpopulation sind in der Genvariante 3435C>T 38 Personen und
damit die meisten Probanden heterozygote Trager (C/T-Genotyp). Bei 12 Personen liegt der
Wildtyp C/C vor, 8 Personen sind homozygote Trager des T/T-Genotyps. In der Genvariante
1236C>T sind ebenfalls die meisten Probanden (29 Personen) heterozygote Tréger
(C/T-Genotyp). Bei 18 Personen liegt der Wildtyp C/C vor, 11 Personen sind heterozygote
Tréger des T/T-Genotyps. Bei den beiden untersuchten Genvarianten im MRP2-Gen sind mit
63,8 % beim 1249G>A-Gen und 81,1 % beim -24C>T-Gen der Wildtyp (G/G-Genotyp)
vorherrschend. Heterozygote Trager des A/A-Genotyp sind dagegen mit 3,4 % und 1,7 % sehr

schwach vertreten.

3.3  Talinolol-Pharmakokinetik in der gesamten Stichprobe

331

Aus den in der Studie ermittelten Blutkonzentrationen konnten verschiedene charakteristische

Nicht-parametrische pharmakokinetische Auswertung

KenngrélRen ermittelt werden. In der folgenden Tabelle sind diese KenngrélRen angegeben.
Die Tabelle zeigt fir jede KenngroRe den Median, die Interquartilenabstdnde, das Minimum,
Maximum und den Quotienten aus Maximum und Minimum fir die gesamte Stichprobe und

ist somit reprasentativ flr die Pharmakokinetik von Talinolol in dieser Stichprobe.
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Tabelle 17: Pharmakokinetik von Talinolol der gesamten Stichprobe
Parameter Einheit Median 25% 75% Min Max

Tex  min 166 118 181 31 297 958
Crax pg/l 93.9 58.2 1393 16.0 4633  28.96
AUC 5t mg*min/I| 43.894 29.042 64.099 9.667 126.41  13.08
AUC; ¢ mg*min/| 58.469 41.135 79.159 13.326 151.26 11.35
AUC 0-360 mg*min/I 17550 11.613 24.355 4136 56.095 13.56
AUC 0-720 mg*min/I| 30.620 20.701 42.515 7.111 89.825 12.63
t1/2 min 652 589 784 115 2633  22.90
Cl I/min 0.855 0.632 1.216 0.331 3.752 11.34
MRT min 871 783 1039 300 3836  12.79
Parameter:

Tmax: Zeitpunkt der maximalen Blutkonzentration, Cy,,: maximale Blutkonzentration

AUC,«: Flache unter der Kurve bis zur letzten quantifizierbaren Konzentration

AUC;,: Flache unter der Kurve, Extrapolation nach unendlich, t1/2: terminale Halbwertszeit,
Cl: Clearance, MRT: mean residence time

Zur Verdeutlichung der Haufigkeitsverteilung von Cmax und AUCIinf sind im Folgenden
zwei Histogramme dargestellt. Zur Darstellung wurden die Mittelwerte der Parameter aus den

3 Studientagen von jedem einzelnen Probanden verwendet.

Abbildung 2: Haufigkeitsverteilung von Cmax und AUCIinf
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Héufigkeitsverteilung von AUCInf
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3.4 Talinolol-Pharmakokinetik: Intra- versus inter-individuelle

Variabilitat

3.4.1 Nicht-parametrische Auswertung

Die Auswertung der Konzentrationsverldufe ber die Tage hinweg zeigte zundchst eine sehr

grolRe Variabilitat im Verlauf. Dies ist exemplarisch an 3 monozygoten Zwillingspaaren und 3

dizygoten Zwillingspaaren dargestelit.

Abbildung 3: Konzentrationsverlaufe
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Studientag 1 und 2 Studientag 3 und 4 Studientag 5 und 6
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Studientag 1 und 2 Studientag 3 und 4 Studientag 5 und 6
Paar 16
100 250 200

80 200 150 L4
60 - 150 -

\ 100 -
40 - 100
20 50 J 50 -

O T T 1 0 T T 1 O T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
| |
Paar 36
500 250.00 60.00
I 50.00
400 - 200.00
40.00
300 150.00 -
30.00
200 - 100.00 -
20.00
100 - 50.00
10.00
O T T 1 0-00 T T 1 0.00 ! . . :
0 500 1000 1500 0 1000 2000 o 500 1000 1500

| |
x- Achse: Plasmakonzentration [ug/l]

y- Achse: Zeit nach Dosierung [Min]

Es gibt Zwillingspaare, bei denen der Konzentrationsverlauf an den jeweiligen Studientagen
fast identisch ist und sich auch die Verlaufe an den verschiedenen Studientagen nur gering
unterscheiden. Dies zeigt sich deutlich bei den oben gezeigten Paaren 25 und 38, die beide
monozygot sind. Haufig aber gibt es grolere Unterschiede bei den Konzentrationsverlaufen,
nicht nur zwischen den Zwillingspaaren, sondern auch zwischen den Studientagen eines
einzelnen Zwillings. Beispielhaft sind dafiir die Zwillingspaare 19 und 3. Wenn man alle
Konzentrationsverlaufe im Uberblick betrachtet, erkennt man viele variable Verlaufe jedes
einzelnen Probanden (hohe intraindividuelle Variabilitdt) und auch variable Verldufe
zwischen den Zwillingspaaren (hohe interindividuelle Variabilitat). Dies spricht fur einen

grolRen Einfluss von duBeren Faktoren auf die Pharmakokinetik von Talinolol.
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Im Folgenden wird die intra- und interindividuelle Variabilitdt graphisch fir jedes
Probandenpaar am Beispiel von AUCIinf dargestellt.

Abbildung 4: Intra- und interindividuelle Variabilitat von AUCinf bei monozygoten
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Abbildung 5: Intra- und interindividuelle Variabilitat von AUCInf bei dizygoten
Zwillingen:
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3.5  Talinolol-Pharmakokinetik: Bedeutung der bisher bekannten
Genvarianten an ,,unserer* Stichprobe

In den fir die Transporter MDR1 und MRP2 codierenden Genen haben wir die Varianten
analysiert, zu denen es aus der Literatur mindestens einen deutlichen Hinweis gab, dass diese
einen Einfluss auf die Funktion des jeweiligen Transportproteins haben.

Bei dem MDR1-Transporter war dies unter anderem das MDR1-3435 Gen, welches in der
Wildtyp CC Form in der heterozygoten Form CT und in der TT Form vorkommt. Die
folgenden 3 Tabellen zeigen zundchst die Pharmakokinetik von Talinolol bezogen auf die
Genvarianten im MDR1-3435 Gen der Probanden.

Tabelle 18: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante
3435 CC
Parameter Einheit Median 25 % 75 % Min

ULIESS Min 154.2 120.0 198.3 116.0 232.0

Cmax ug/l 107.4 55.9 142.9 40.1 153.0
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Parameter Einheit Median 25 % 75 % Min Max

.
AUClast — mg"minl  r5679 324136 575876 179116  76510.4

. onee
AUCInf meTminfl 709034 516342 874607  35063.0  89105.1

- * i
AUCO360  mg™minl 501141 105775 238505 92009  30464.1

- * i
AUCO720 mg"minfl 360045 199383 401191 162671  50665.3

g2 Min 768.1 611.8 901.2 466.7 1517.3
cl I/min 0.7 0.7 1.0 0.6 1.5
IR Min 10464 8416 13285  647.0 2194.5

Tabelle 19: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

3435 CT
Parameter Einheit Median 25 % 75 % Min Max
Tmax Min 155.5 119.3 179.7 57.7 245.0
Cmax ho/l 94.1 70.4 137.2 51.2 269.3
—
AUClast — mgmin/l 118308 33127.8 557586  19773.0  95632.2
AUCInf mg*min/I

58681.9 46602.3 75314.3 24687.6 123218.8

- * i
AUC TR e o] 17551.3  13692.2  22364.0  9085.7  39922.4

AUCO720 mg"minfl 327703 233012 377157 148648  66060.0

t1/2 Min 667.1 597.7 765.2 332.1 11123
cl Vmin 0.9 0.7 12 0.4 2.6
MRT Min 891.3 820.0 985.5 525.2 1564.7

Tabelle 20: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

3435TT
Parameter Einheit Median 25 % 75 % Min Max
Tmax Min 137.0 119.5 177.8 97.3 200.7
Cmax Mo/l 87.7 67.6 100.9 44.6 131.6
—
AUClast mETminl 34001 328367 449219 314344 570412
AUCInf mg*min/I

45569.3 43728.2 60950.4 41026.5 73747.9
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Parameter Einheit Median

. *mi
AUTOERD g 145135  13255.5  19015.1  10422.4  22449.1

- *mi
AUC0-720 ~ mg*min/l 23708.3 224317  30918.6  20153.9  38609.2

e Min 716.7 654.7 748.3 645.5 751.4
cl I/min 1.2 0.9 1.2 0.7 13
MRT Min 936.7 896.2 981.6 834.4 998.5

In den meisten vorangegangenen Studien konnte eine verminderte MDR1-Expression beim
Vorhandensein des SNP 3435 C>T gezeigt werden. Dies konnte vor allem durch eine erhohte
Absorption bestimmter vom MDR1 Transporter beférderten Stoffen gezeigt werden. Hier

zeigten sich erhohte Plasmakonzentrationsspiegel.

In unserer Stichprobe liel? sich eine erhdhte Absorption von Talinolol gemessen am Cmax bei
Probanden mit der Genvariante C/C (Wildtyp) beobachten. Eine leicht niedrigere maximale
Plasmakonzentration erreichten die Probanden mit dem C/T-Genotyp. Die geringsten
maximalen Plasmakonzentrationsspiegel erreichten die Probanden, die homozygote Trager
des SNP 3435C>T sind. Dies wirde bedeuten, dass die MDR1 Expression in unserer
Studienpopulation bei Probanden, die den Wildtyp aufweisen am Geringsten ist und bei
homozygoten Trégern des SNP am Hdchsten. Allerdings sind die Unterschiede der Mediane
von Cmax in den einzelnen Gruppen mit den verschiedenen Genotypen nicht signifikant. Dies
konnte mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test gezeigt werden. Hier konnten folgende p-Werte

berechnet werden.

Tabelle 21: Signifikanz der Unterschiede der Mediane von Cmax der verschiedenen

Genvarianten im 3435-Gen

Genotypen p-Wert
CC-CT p =0.889
CT-TT p=0.361

CC-TT p=0.418
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Die zweite Genvariante, die wir untersucht haben, war das MDR1-1236 Gen, welches eben-
falls in der reinen Wildtypform (CC), in der heterozygoten Form (CT) und in der homozygot

verénderten Form (TT) vorliegen kann.

Die néchsten 3 Tabellen zeigen die Pharmakokinetik von Talinolol, bezogen auf die Gen-
varianten im MDR1-1236 Gen der Probanden.

Tabelle 22: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

1236 CC
Parameter Einheit Median 25 %
Tmax Min 167.7 130.2 199.5 116.0 239.3
Cmax ug/l 111.3 85.2 146.5 40.1 269.3
AUClast —mg™minl = oeco65s 394765 641312 179116 956322
AUCinf metmIvl 714687 617197 879085  35063.0 1232188
AUCO-360  mg*min/l 510501 154961 249111 92009  39922.4
AUCO-720  mg*minl 377013 284549 451075 162671  66060.0
L2 Min 663.5 601.6 870.7 332.1 1517.3
cl I/min 0.7 0.6 0.9 0.4 15
bRV Min 887.5 824.8 12240  525.2 2194.5

Tabelle 23: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

1236 CT
Parameter Einheit Median 25 %
Tmax Min 150.8 118.7 180.8 57.7 245.0
Cmax Hgl 80.5 702 1171 512 154.8
AUCIast — mg™minfl 433711 328300 540516 231424  67253.0
AUCInf me*minl 569013 457517 685466 312079  90197.4
AUCO360 momminfl 457074 133243 206877 105324  26153.9
AUCO720 momminfl 587944 23037.8 358552  16967.8  45524.9
2 Min 688.6 602.2 793.3 484.6 1112.3
cl I/min 0.9 0.7 1.2 0.6 1.7
R Min 934.1 828.1 1059.7  707.4 1564.7



3 Ergebnisse 60

Tabelle 24: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante
1236 TT
Parameter Einheit

Tmax Min

156.0 120.5 176.5 97.3 200.7
Cmax Ho/! 87.4 62.4 119.6 44.6 158.2
-
el ognid 33698.4  29483.1 516335 19773.0  74278.6
AUCInf mg*min/I

44923.9 39387.6 69696.0 24687.6 96428.6

- * i
AUCO360  mg'minl 143033 109572 201582 90857  28964.3

i *mi
AUC0-720  mg*min/} 23457.7  19897.6  34045.8  14864.8  49748.2

e Min 660.5 647.0 743.5 574.0 1085.7
cl I/min 1.2 0.9 1.3 0.5 2.6
LRSI Min 915.8 845.0 962.2 772.6 1505.0

Fur den SNP 1236C>T gibt es weitaus weniger Studien, die eine eindeutigen Einfluss der
Genvariante auf die Expression des Transporters zeigt. In unserer Studienpopulation
erreichten Probanden mit dem Wildtyp die hochste maximale Talinololkonzentration, was fir
eine niedrige MDR1-Expression spricht. Heterozygote und homozygote Trager erreichten
jeweils geringere maximale Plasmakonzentration. Allerdings sind auch hier die Unterschiede
nicht signifikant.

Tabelle 25: Signifikanz der Unterschiede der Mediane von Cmax der verschiedenen

Genvarianten im 1236Gen

Genotypen p-Wert

CC-CT p=0.116
CT-TT p=0.674
CC-TT p=0.149

Beim MRP2-Transporter untersuchten wir ebenfalls 2 verschiedene Genvarianten, die jeweils
in drei verschiedenen Formen auftreten kdnnen (GG, GA, AA). Die folgenden drei Tabellen
zeigen zunachst die Pharmakokinetik von Talinolol bezogen auf die Genvarianten im
Gen rs2273697 (1249 G>A).
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Tabelle 26: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

1249 GG
Parameter Einheit Median 25 % 75 % Min Max
Tmax Min 161 137 192.2 79.7 239.3
Cmax Hg/l 94.1 67.6 131.3 40.1 158.2
—
AUClast —mg™minl y41926 324729 573433 197730 765104
AUCInf mg*min/|

57775.2 44153.7 76907.5 24687.6 96428.6

= *mi
AUCTLBY - gl 18082 12906.6  21917.1  9085.7 30464.1

i *mi
AUC0-720  mg*min/} 30918.6 224317  39263.1  14864.8  50665.3

iz Min 659.6 609.2 741.8 332.1 1517.3
cl I/min 0.9 0.7 1.2 0.5 2.6
LRSI Min 893.4 826.1 960.0 525.2 2194.5

Tabelle 27: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

1249 GA
Parameter Einheit Median 25 % 75 % Min Max
VIS Min 121 118.2 175.9 57.7 245.0
Cmax ho/l 100.6 72.0 139.1 46.9 269.3
o
AUC B R 48978.0  35272.2 556012  17911.6  95632.2
AUCInf mg*min/I

62216.5 47080.9 72806.9 35063.0 123218.8

= *mi
AUCTER0 gt 20166.9  14378.7 227185  9200.9 39922.4

AUCO-720  mg*min/l 5 0cc 3 542734 37679.6 162671 66060.0

e Min 674.6 598.2 856.2 514.6 1112.3
Cl /min 0.8 0.7 13 0.4 1.5
MRT Min

882.9 814.5 1196.7 671.8 1564.7
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Tabelle 28: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante

1249 AA

Parameter Einheit Median

Tmax Min 123.5 98.3 148.7 98.3 148.7

Cmax g/l 69.3 68.1 70.4 68.1 70.4
—

AUClast —mg™minl 331767 331278 338256  33127.8 338256

AUCinf mg*min/|

53592.8 51634.2 55551.4 51634.2 55551.4

= *mi
AUCTLBY - gl 132835  12701.7  13865.3 127017  13865.3

_ *mi
AUC0-720 ~ mg*min/l 228224 223437  23301.2 223437 233012

t1/2 Min 1024.4 970.0 1078.7 970.0 1078.7
cl I/min 1.0 0.9 1.0 0.9 1.0
MRT Min

1393.7 1335.5 1451.9 1335.5 1451.9

Die hdochsten Plasmakonzentrationen von Talinolol erreichten Probanden mit dem
G/A-Genotyp. Probanden mit dem A/A-Genotyp erreichten die geringsten Konzentrations-
spiegel. Dieses Ergebnis bestatigt die Aussagen bisheriger Studien, wo ebenfalls bei
Probanden mit dem A/A-Genotyp niedrigere Plasmakonzentrationsverlaufe bei MRP2
spezifischen Substanzen nachgewiesen werden konnten. Dies spricht fiir eine gesteigerte
Aktivitdit des MRP2- Transporters beim Vorliegen der Genvariante A/A im 1249 Gen.
Allerdings muss bedacht werden, dass in unserer Studienpopulation die Zahl der Probanden
mit dem A/A-Genotyp zu gering ist, um eine definitive Aussage auf GesetzméRigkeit treffen
zu koénnen. Beim Hinzuziehen des Mann-Whitney-U-Testes sieht man auch hier, dass die

Unterschiede der Mediane von Cmax nicht signifikant sind.

Tabelle 29: Signifikanz der Unterschiede der Mediane von Cmax der verschiedenen

Genvarianten im 1249Gen

Genotypen p-Wert
GG-GA p =0.565
GA-AA p=0.255

GG - AA p=0.281
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Als zweite Genvariante haben wir das Gen rs717620 untersucht, welches ebenfalls in der
Wildtypform G/G, in der heterozygoten G/A und in der homozygoten A/A Form vorliegen
kann. Die folgenden 3 Tabellen zeigen wieder die Pharmakokinetik von Talinolol bezogen auf

die verschiedenen Genvarianten.

Tabelle 30: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante im
rs717620 GG

Parameter Einheit

Tmax Min

149.1 119.0 178.5 79.7 245.0
Cmax Ho/l 98.1 72.5 139.0 40.1 177.7
—
ploJelEs ol 478647  33127.8 570412 179116  95632.2
AUCInf mg*min/|

65302.3 46214.6 75314.3 24687.6 123218.8

I *mi
AUTOERD g 18431.1  13865.3 224491  9085.7 338293

i *mi
AUC0-720  mg*min/} 33116.0  23301.2  38263.5  14864.8  63064.0

e Min 678.4 611.8 767.2 514.6 1517.3
cl I/min 0.8 0.7 1.1 0.4 2.6
MRT Min 911.8 834.5 10101 6718 2194.5

Tabelle 31: Pharmakokinetik von Talinolol der Probanden mit der Genvariante im
rs717620 GA

Parameter Einheit Median

Tmax Min 190.2 155.0 232.0 57.7 239.3
Cmax o/l 64.7 56.3 122.7 44.6 269.3
AUClast —— mg™minl 367879 314344 451274 253224 951116
AUCinf mg*min/|

50886.1 41434.4 58010.1 37670.4 118642.1

= *mi
AUCTER0 gt 136234  11841.6  20192.9 104224  39922.4

AUCO0-720 ~ mg*min/l 23642.4 201539  40573.1  17773.7  66060.0

bz Min 645.7 576.7 676.4 332.1 1038.5
Cl I/min 1.0 0.9 1.3 0.4 1.4
MRT Min

854.6 807.9 928.0 525.2 1396.7
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Tabelle 32: Pharmakokinetik von Talinolol des Probanden mit der Genvariante im
rs717620 AA

Parameter Einheit Wert

Tmax Min

163.7
Cmax pa/l 102.7
AUClast mg*min/| 43542 8
AUCIinf mg*min/| 55845.2
AUC 0-360  mg*min/Il 17873.8
AUC 0-720  mg*min/I 328520
ts Min 484.6
Cl I/min 15
MRT Min 707.4

Fur dieses Gen mit den vorkommenden Genvarianten gibt es zwar, wie in der Einleitung
beschrieben, einige Studien, die verschiedene Assoziationen mit dem Vorhandensein der
Genvarianten kniipfen, allerdings ist noch keine einheitliche Tendenz festzustellen. Die
Aussage wird auch hier dadurch herabgesetzt, dass nur ein Proband in unserer
Studienpopulation den Genotypen A/A tragt. Betrachtet man nun nur die Mediane des
Wildtyps und der heterozygoten Form G/A, so erreichen Probanden mit dem Wildtyp leicht
hohere Plasmaspiegel im Vergleich zu den Probanden mit der heterozygoten Form. Doch

auch hier sind die Unterschiede nicht signifikant.

Tabelle 33: Signifikanz der Unterschiede der Mediane von Cmax der verschiedenen

Genvarianten im rs717620 Gen

Genotypen p-Wert
GG-GA p=0.137
GA-AA p=0.635

GG - AA p=0.912
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3.6  Talinolol-Pharmakokinetik bei monozygoten versus dizygoten Zwil-
lingen: Deskriptive Analyse

3.6.1 Nicht-parametrische Auswertung

Zur Beschreibung der Pharmakokinetik von Talinolol bei monozygoten versus dizygoten
Zwillingen vergleichen wir jeweils die Mediane der verschiedenen pharmakokinetischen
Parameter. Bei monozygoten Zwillingen ergeben sich insgesamt niedrigere maximale Blut-
konzentration zu einem friheren Zeitpunkt. Die Halbwertszeit ist etwas kirzer und die
Clearance etwas groéRer als bei den dizygoten Zwillingen. Bei der Berechnung des p-Wertes
zeigt sich jedoch, dass die Unterschiede nicht signifikant sind (p = 0.147 fir Cmax, p = 0.823
fur die Halbwertszeit, p = 0.294 fir die Clearance). Wie groR jeweils die Unterschiede im

Detail sind zeigen die folgenden beiden Tabellen.

Tabelle 34: Pharmakokinetik von Talinolol der monozygoten Zwillinge
Parameter Einheit Median 25 % 75% Min Max Max/

Min

Tmax Min 166 118 180 31 297 9.58
Cmax po/l 92.9 54.9 129.0 16.0 241.0 15.06
AUClast mg*min/I 43.241 28.479  58.955 9.667 93.083 9.63
AUCinf mg*min/I 57.193 40.284 77.700 13.326 11841 8.89
AUC 0-360 mg*min/I 17.185 11.277  23.367 4136 37.219 9.00
AUC 0-720 mg*min/I 29.911 20.083  39.800 7.111  62.605 8.80
t1/2 Min 652 592 766 203 2633 12.97
Cl I/min 0.874 0.643 1.242 0.422 3.752 8.89
MRT Min 869 788 1007 332 3836  11.55
Parameter:

Tmax: Zeitpunkt der maximalen Blutkonzentration, Cy,,: maximale Blutkonzentration
AUC,«: Flache unter der Kurve bis zur letzten quantifizierbaren Konzentration
AUC;,: Flache unter der Kurve, Extrapolation nach unendlich, t1/2: terminale Halbwertszeit,

Cl: Clearance, MRT: mean residence time



3 Ergebnisse 66

Tabelle 35: Pharmakokinetik von Talinolol der dizygoten Zwillinge

Parameter Einheit Median 25% 75% Min Max Max/

Min

Tmax Min 178 120  199.75 53 257 4.85
Cmax pg/l 111 65.0 160.6 24.1 463.3 18.2
AUClast mg*min/I 46.459 30.845 70.231 12.262 126.41 10.31
AUCInf mg*min/I 62.065 45.725 84.350 19.805 151.26 7.64
AUC 0-360 mg*min/I 18.656 12.457 27.711 5.778 56.095 9.71
AUC 0-720 mg*min/I 32.722 22534 49.317 9.869 89.825 9.10
t1/2 Min 670 546 799 115 1350 11.74
Cl I/min 0.806 0.593 1.101 0.331 2.525 7.63
MRT Min 872 739 1092 300 1841 6.14
Parameter:

Tmax: Zeitpunkt der maximalen Blutkonzentration, Cy,,: maximale Blutkonzentration
AUC,s: Flache unter der Kurve bis zur letzten quantifizierbaren Konzentration
AUC;: Flache unter der Kurve, Extrapolation nach unendlich, t1/2: terminale Halbwertszeit,

ClI: Clearance, MRT: mean residence time

3.7  Erblichkeitsberechnung nach statistischer Modellanalyse

3.7.1  Nicht-parametrische Auswertung

Ein hohes Mal? an Erblichkeit bedeutet, dass bei monozygoten Zwillingen die Messwerte der
beiden sehr ahnlich sind (also eine hohe Korrelation haben), wahrend die Messwerte oder
Parameter der dizygoten Zwillinge weniger gut korrelieren. Aus den Korrelationen zwischen

monozygoten und dizygoten Zwillingen l&sst sich dann ein Erblichkeitsindex ausrechnen.

Die Korrelationen ausgewéhlter Parameter zwischen mono- und dizygoten Zwillingen sind

fur einige Parameter exemplarisch in den folgenden Graphiken dargestellt.
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Abbildung 6: Korrelationsgraphiken ausgewahlter Parameter
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Nach der Formel von Falconer (hy? = 2(rmz-fez)) lasst sich die Erblichkeit der Pharmakokinetik
von Talinolol bzw. die Erblichkeit der pharmakokinetischen Parameter von Talinolol
berechnen. Diese, die Korrelationskoeffizienten und das ErblichkeitsmaR sind in der
folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 36: Korrelationskoeffizienten und Erblichkeitsmal
Parameter Parameter r (p) r(p) h

Eineiig Zwelieiig (Erblichkeit)

 Zeitpunkt der maximalen o 0,263 0725 0.864
Blutkonzentration (O .211) © 642) |
; C
Maximale e 0.727 0.678 0.098
Blutkonzentration (0.000284) (0.0643)
Flache unter der Kurve AUC, 5 0.705 0.784 0.158
(bis zum letzten quantifi- © 000.522) © 0.213) |
zierbaren Wert.)
Flache unter der K
ache unter der Kurve AUCq 0.735 0.730 0.01
(zwischen 0 und 6 Stunden) (0.000223) (0.0397)
Flache unter der Kurve AUC.1, 0.701 0.718 0.034
(zwischen 0 und 12 Stun- © 000'569) © 0;149) |
den)
Flache unter der Kurve AUC; 0.752 0.841 0.178
(Exploration nach unend- © 00613) (© 002'389) |
lich)
Halbwertzeit (terminal) t1/2 0534 0.748 0.428
(0.0153) (0.0327)
Clearance (predicted) Cl 0.650 0.590 0.12
(0.00192) (0.123)
mean residence time MRT 0.609 0.681 0.144
(predicted) (0.00434) (0.0629)
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Eine weitere Maoglichkeit eine Aussage uber die Erblichkeit zu treffen, hat Kalow
beschrieben. Mit der Formel (Beschreibung und Herleitung im Methodenteil)

rGC= SDy?- SD.* / SDp? lassen sich aus den ermittelten Standardabweichungen innerhalb der
Personen und zwischen den Personen Hinweise auf mogliche Erblichkeit gewinnen. Der
ermittelte Wert aus dieser Gleichung wird als genetische Determinante (rGC) bezeichnet
(Kalow et al. 1998).

In der folgenden Tabelle sind jeweils die Standardabweichungen mit den jeweiligen

errechneten Werten fur die genetische Determinante dargestellt.

Tabelle 37: Vergleich der Streuung innerhalb der Personen mit der Streuung zwischen
den Personen

Parameter Mittlere  Standardab- Mittlere  Standardab- genetische
weichung innerhalb der weichung zwischen den Determinante
Personen Personen rGC
Tmax 32.53 41.38 0.382
Cmax 41.99 42.81 0.038
AUClast 14074 17546 0.357
AUCINf 16105 21204 0.423
AUC 0-360 5867 6643 0.220
AUC 0-720 9786 11639 0.293
t1/2 167.2 188.6 0.214
Cl 0.297 0.386 0.406
MRT 239.9 272.3 0.224

3.8 Einfluss von Umwelt und Genen nach der Formel von Vesell

Elliot S. Vesell hat zu grundsétzlichen Uberlegungen zur Forschung an monozygoten und
dizygoten Zwillingen eine Formel aufgestellt. Mit der Formel (o°DZ - 6:MZ)/c*DZ kann eine
Aussage zum Einfluss von Umwelt und Genen getroffen werden. Die Herleitung der Formel

befindet sich in der Einleitung.
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Ein zentraler Punkt dieser Formel ist, die Unterschiede zwischen den Zwillingen zu analysie-
ren. Den Studien von Vesell entsprechend wurde dafiir auch in dieser Arbeit die maximale
Plasmakonzentration von Talinolol verwendet. In unserer Studie erhalten wir bei Anwendung
der Formel ein Ergebnis von 0,48. Dies wirde bedeuten, dass die Plasmakonzentration von

Talinolol gleichermalien von den Genen wie von der Umwelt abhangt.

3.9 Kardiale Wirkungen in Relation zu Ein- und Zwei-Eiigkeit

Kardiale Wirkungen kann man anhand von Blutdruck und Puls bestimmen. Da Talinolol
einen grolReren Einfluss auf den Puls hat, wurden an verschiedenen Zeitpunkten vor und nach

der Talinololgabe die Pulse der Probanden ermittelt.

Um die kardiale Wirkung von Talinolol zu analysieren, betrachten wir die Ausgangspulse an
TP1, die Pulse an den Zeitpunkten an denen Talinolol die hdchste Konzentration hat (Cmax
an TP10 und 11) und zum Vergleich die Pulse an den Zeitpunkten an den Metoprolol die
hdchste Konzentration hat (Cmax an TP5). Die folgende Tabelle zeigt jeweils die Mittelwerte,
den Median, die Interquartilenabstande, Minimum, Maximum und den Quotienten aus

Maximum und Minimum an den jeweiligen Zeitpunkten getrennt nach Zwillingsstatus.

Tabelle 38: deskriptive Statistik der Pulse der monozygoten Zwillinge

Parameter Mittel- Median 25% 75% Min Max Max/
wert Min

MW aus den Pulsen 70 69 63.75 76.33 48 99 2.05

von TP1 (Ruhepuls)

MW aus den Pulsen 61 60 5475  65.42 48 85 176

von TP5 (maximale

Mp- Wirkung)

MW aus den Pulsen 67 66  61.08 70.46 56 87 1.56

von TP10 und TP11

(maximale

Tn-Wirkung)

Mp- Effekt -9 -9 -25 -4.83 -18 3 -6.63

Tn- Effekt -3 -2 -8.13 1.54 -19 9 -2.18
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Tabelle 39: deskriptive Statistik der Pulse der dizygoten Zwillinge

Parameter Mittel-

wert

MW aus den Pulsen
von TP1 (Ruhepuls)

MW aus den Pulsen
von TP5 (maximale
Mp- Wirkung)

MW aus den Pulsen
von TP10 und TP11
(maximale
Tn-Wirkung)

Mp- Effekt

Tn- Effekt

69

60

65

60

57

62

25 %

58.50

54.58

57.42

-9.83

-4.93

75% Min Max Max/

Min
75.92 55 90 1.64
67.75 41 80 1.95
73.67 50 90 1.8
-5.92 -25 -1 25
-0.08 -16 6 -2.67

Wie man in der Tabelle sieht, besteht ein klarer Pulsabfall am Zeitpunkt 5, wenn Metoprolol

seine volle Wirkung entfaltet hat. Im Mittel betrdgt der Pulsabfall durch Metoprolol 8 Schléage

pro Minute bei den dizygoten Zwillingen und 9 Schlage pro Minute bei den monozygoten

Zwillingen. An den Zeitpunkten 10 und 11 hat Talinolol den maximalen Blutspiegel erreicht.

Die Pulse sind an diesen Zeitpunkten hoher als nach Metoprololgabe, aber niedriger als die

Ausgangspulse. Talinolol bewirkt im Mittel sowohl bei den monozygoten als auch bei den

dizygoten Zwillingen einen Pulsabfall von 3 Schldgen pro Minute. Talinolol weist damit im

Vergleich zum Metoprolol eine geringere kardiale Wirkung auf, jedoch hat Talinolol auch

eine geringe Pulssenkung zur Folge. Zur Veranschaulichung folgen zwei exemplarische

graphische Darstellungen.
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Abbildung 7: Pulsverlauf an einem Studientag
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X-Achse: Zeitpunkt Pulsmessung (vor Medikation, nach Metoprolol-Gabe, nach Talinolol-
Gabe)

Y-Achse: Puls

Mit Hilfe der Korrelation unter monozygoten und dizygoten Zwillingen l&sst sich eine Aus-

sage Uber die Erblichkeit vom Puls treffen. Die folgende Tabelle zeigt die errechneten Daten.

Tabelle 40: Korrelationskoeffizienten und Erblichkeit vom Puls

Parameter Parameter r (p) (9)) h

Eineiig Zweieiig (Erblichkeit)

MW aus den Pulsen von Ruhepuls
0.606 0.869 -0.526
UL (0.00465) (0.00234)
Puls unter
MW aus den Pulsen von u .” 0.443 0.720 -0.574
TP5 maximaler (0.0504) (0.0287)
Mp-Wirkung
MW aus den Pulsen von Puls unter
) 0.593 0.933 -0.68
TP10 und TP11 maximaler (0.00584)  (0.000241)
Tn-Wirkung

In dieser Studie korrelierten die Pulse der dizygoten Zwillinge viel mehr als die der
monozygoten, was flr eine geringe Erblichkeit sprechen wiirde.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte Talinolol als In-vivo-Testsubstanz fir die Aktivitdt von
Membran-Transportproteinen analysiert werden. Ziel der Arbeit ist es der
individualisierten Arzneimitteltherapie einen Schritt ndher zu kommen. Dabei sollte
untersucht werden, inwieweit Unterschiede in der Wirkweise, Wirkstarke und
Wirkdauer von Medikamenten (am Beispiel von Talinolol) auf die Genetik zurlickzu-
fihren ist und ob weitere genetische Varianten in Form von Polymorphismen gesucht
werden sollten, die eine verénderte Transporteraktivitat hervorrufen.

In unserer Studie zeigte sich zunéchst berraschenderweise eine sehr grof3e Streuung
der Blutkonzentrationsprofile auch bei der jeweils gleichen Person zwischen den unter-
schiedlichen Studientagen. Talinolol wurde untersucht als In-vivo-Indikatorsubstanz fur
die Aktivitdt von MDR1 und MRP2. Obwohl sich eine insgesamt groRe Variabilitét
ergab, war dennoch erkennbar, dass einige Personen stets hohere und andere stets
niedrigere Konzentrationen hatten. Die beobachteten Blutkonzentrationen wurden in
Form von pharmakokinetischen Parametern zusammengefasst und dabei zeigte sich

entsprechend eine groRe Variabilitat der pharmakokinetischen Parameter.

Erstaunlicherweise zeigten dizygote Zwillinge untereinander ein ahnlicheres pharmako-
kinetisches Verhalten, als monozygote Zwillingspaare untereinander. Dies wirde flr
eine geringe Erblichkeit in der Pharmakokinetik von Talinolol sprechen. Allerdings war
die Fallzahl der dizygoten Zwillinge mit n = 9 recht niedrig, so dass der Zufall fir die
Prézision der Korrelationsberechnungen hier auch noch eine Rolle spielt.

Die gefundenen genetischen Varianten zeigten im Bezug auf die Plasmakonzentrations-
verlaufe von Talinolol keine signifikanten Unterschiede, sodass hier erst einmal kein
relevanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein bestimmter Genvarianten und

der Transporteraktivitdt von MDR1 und MRP2 gesehen werden kann.

Zusétzlich sollte in dieser Studie die Erblichkeit der kardialen Wirkungen von

Betablockern untersucht werden. Am Zeitpunkt der maximalen Blutkonzentration des
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Betablockers Metoprolol zeigte sich im Mittel ein Pulsabfall von 8 Schlagen pro
Minute, am Zeitpunkt der maximalen Blutkonzentration des Betablockers Talinolol
zeigte sich im Mittel ein Pulsabfall von 3 Schléagen pro Minute. Allerdings glichen sich
die Pulsverlaufe der dizygoten Zwillinge mehr als die Pulsverldaufe der monozygoten

Zwillinge.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die in unserer Studie doch recht groRe
Variabilitat in den Blutkonzentrationen und in den pharmakokinetischen Parametern
vermuten l&sst, dass exogene Faktoren einen recht grofien Einfluss auf die Wirkweise
von Talinolol haben und auch die Pulsverldaufe maRgeblich von exogenen Faktoren

beeinflusst werden.

4.1  Vergleich der hier gemessenen Daten zu Talinolol mit den in
der Literatur publizierten Daten

Talinolol wird hauptsachlich tUber die Transporter MDR1 und MRP2 transportiert, so
gut wie nicht metabolisiert und nahezu unverandert renal und extrarenal ausgeschieden
(Gramatte et al. 1996; Siegmund et al. 2003). Deshalb und weil es bisher die einzige
Substanz ist, bei der eine signifikante Sekretion (durch MDR1 und MRP2) in das
Darmlumen beschrieben wurde, eignet sich Talinolol besonders gut, die Aktivitit von
den Transportern MDR1 und MRP2 zu analysieren. Es gibt viele verschiedene Studien,
die Uber die pharmakokinetischen Parameter von Talinolol die Transportfédhigkeit und
die Beeinflussbarkeit der Transporter durch andere Wirkstoffe beschreiben.

Im Folgenden sollen zun&chst unsere Daten zur Pharmakokinetik von Talinolol mit

einigen ausgewahlten anderen publizierten Daten verglichen werden.
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Tabelle 41: Vergleich pharmakokinetische Daten von Talinolol in der Literatur
mit den Daten dieser Studie

Einheit Unsere  Publizierte Dosis [mg]

Studie Daten

50 mg
Tmax min 166 216 100 (Westphal et al. 2000a)
204 100 (Westphal et al. 2000b)
198 50 (Schwarz et al. 2005)
161 100 (Bernsdorf et al. 2006)
Cmax po/l 93,9 168 50 (Trausch et al. 1995)
132* 100 (Westphal et al. 2000a)
164* 100 (Westphal et al. 2000b)
45 50 (Schwarz et al. 2005)
168.5* 100 (Bernsdorf et al. 2006)
AUCInf mg* 58.469 79.26 50 (Trausch et al. 1995)
min/I
89.1* 100 (Westphal et al. 2000a)
26.19* 100  (Westphal et al. 2000b)
92.61* 100 (Giessmann et al. 2004)
25.62 50 (Schwarz et al. 2005)
103.14* 100 (Bernsdorf et al. 2006)
t1/2 min 652 714 50 (Trausch et al. 1995)
672 100 (Westphal et al. 2000a)
900 100 (Westphal et al. 2000b)
900 100 (Giessmann et al. 2004)
546 50 (Schwarz et al. 2005)
780 100 (Bernsdorf et al. 2006)
Cl I/min 0.855 0.575 100 (Westphal et al. 2000a)
0.654 100 (Westphal et al. 2000b)
0.576 100 (Giessmann et al. 2004)

* Die in der Regel sich proportional zur Dosis verhaltenden pharmakokinetischen
Parameter Cpax und AUC wurden auf eine Dosis von 50 mg normiert.
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Da in vielen Studien eine héhere Dosis von Talinolol verwendet wurde, sind einige
Parameter, zum Beispiel Cnax, nicht direkt zu vergleichen, deshalb habe ich diejenigen
Parameter, die von der Dosis abhangen, auf die Dosis normiert. Eine derartige
Normierung ist fur die meisten Medikamente zulassig, es gibt nur wenige Substanzen
bzw. Medikamente (z.B. Ethylalkohol, Theophyllin oder Phenytoin), bei denen
Maximalkonzentration und AUC sich nicht proportional zur Dosis verhalten.

Beim Vergleich der ermittelten pharmakokinetischen Parameter lasst sich erkennen,
dass es doch durchaus sehr grofle Unterschiede in den verschiedenen Studien gibt.
Besonders deutlich zeigen sich die Unterschiede in der AUCinf. Hier findet man
Unterschiede um den Faktor 4. Diese grof3e Variabilitdt konnte sich zum Einen durch
die vorhandenen Polymorphismen bzw. unterschiedlichen Genvarianten in der
jeweiligen Studienpopulation, aber auch durch die Untersuchung unterschiedlicher
ethnischer Gruppen erklaren. Zum Anderen gibt es eine Vielzahl duBerer Faktoren, die
eine solche Variabilitat hervorrufen kénnen. AuRere Faktoren konnten zum Beispiel
unterschiedliche Ernahrungsvorschriften wahrend der Studie bzw. unterschiedliche
Erndhrungsgewohnheiten im Allgemeinen, unterschiedliche Ein- und Ausschluss-
kriterien, aber auch die Verwendung unterschiedlicher Préparate mit einer unter-
schiedlich guten Bioverfiuigbarkeit sein.

Besonders aufféllig sind die niedrigen Werte fir Cpax und AUC in der Studie von
Schwarz et al.. In dieser Studie wurden 24 gesunde, weile, nicht rauchende Manner
untersucht. Das Essen war bis 5 Stunden nach Medikamenteneinnahme nicht erlaubt.
Die Einnahme von Medikamenten und das Trinken bzw. Essen von Grapefruit, anderen
Citrusfrichten und Fruchtséaften war fiir 1 Woche vor Studienbeginn und wahrend der
Studie untersagt. Somit gibt es zundchst erstmal keine eindeutige Erklarung fur die auf-
fallig niedrigen Werte. Wahrscheinlich kommen diese Werte zuféllig durch unter-
schiedliche Genvarianten oder durch hier nicht feststellbare duRBere Faktoren zustande.
Aufféllig hohe Werte zeigt die AUC in der Studie von Bernsdorf et al.. Hier wurden 18
weilde, gesunde Probanden untersucht, die nach bestimmten MDR1 Haplotypen ausge-
wahlt wurden. Die Selektion auf bestimmte Haplotypen kdnnte eine mogliche Ursache
fir die hohen Werte sein. In Frage kommen hier natirlich zusatzlich die oben aufge-
fihrten Kriterien und weitere &ullere Faktoren. Keine groflen Unterschiede zwischen

den verschiedenen Studien lassen sich im Zeitpunkt der maximalen Blutkonzentration
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feststellen. Wenn man speziell unsere Daten betrachtet, zeigt sich im Vergleich zu den
anderen Studien eine relativ geringe AUCinf und eine vergleichsweise hohe Clearance.

4.2 Variabilitat in den Blutkonzentrationsverlaufen von Talinolol
nach oraler Dosierung

Die groRe Variabilitat der Pharmakokinetik von Talinolol dufBerte sich in unserer Studie
in allen pharmakokinetischen Parametern. Die groRte Variabilitat zeigten die Parameter
Cmax und ty2. AUCins zeigte auch eine groRRe Variabilitét, die aber im Vergleich zu Cpax
geringer war.

Zum einen gab es in unserer Studie eine hohe interindividuelle Variabilitat, das heil3t,
die Blutkonzentrationsverldufe und die pharmakokinetischen Parameter zwischen den
Probanden waren zum Teil sehr unterschiedlich. Zum anderen zeigte unsere Studie aber
auch eine hohe intraindividuelle Variabilitat, das heif3t, die Blutkonzentrationsverlaufe
und pharmakokinetischen Parameter eines einzelnen Probanden an den verschiedenen
Studientagen waren auch sehr unterschiedlich. Die genauen Daten zur Variabilitét
befinden sich in der Tabelle 3.8 und von AUCinf in den Abbildungen 3.3 und 3.4 im
Ergebnisteil. Zur Veranschaulichung, wie groR in unserer Studie die Unterschiede
zwischen den Probanden waren, folgen zwei Diagramme fiir Cyax und AUCiy¢ mit den

jeweils in dieser Studie grofiten und kleinsten gemessenen Werten.

Abbildung 8: grofiter und kleinster gemessener Wert fir Cmax und AUCIinf

500 —M ™ 200
400 A
150 B AUCinf-Min
300 - M Cmax-Min
100 -
200 - B Cmax-Max B AUCinf-
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100 - 30 1
0 - 0 -

Auch in anderen Studien sind die Blutkonzentrationsverlaufe und somit die Pharmako-

kinetik von Talinolol teils sehr variabel. Am besten wére es, die verschiedenen Studien
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anhand des Quotienten aus Maximalwert und Minimumwert zu vergleichen, da man
dadurch am besten die unterschiedliche Variabilitat erkennen konnte. Leider wurden in
vergleichbaren Studien die maximalen und minimalen Werte nur sehr selten veroffent-
licht. Daher soll im Folgenden die Variabilitat in den unterschiedlichen Studien durch
die jeweiligen Standardabweichungen dargestellt werden. Nachteil der Standard-
abweichung ist, dass diese nur bei normalverteilten Daten korrekt die Variation wieder-
gibt und somit oft fehlerhaft ist. Trotzdem sollen im Folgenden zur Erkennung einer

Tendenz die Standardabweichungen verschiedener Studien verglichen werden.

Tabelle 42: Vergleich von der Variation innerhalb unterschiedlicher Studien

Parameter SD* SD* SD* SD*
Unsere Studie Trausch et al., Westphal et al., Schwarzetal.,

1995 2000 2005

Crnax [19/1] 42.81 67 58 24

tmax [Min] 41.38 48 96.6 90

AUC; ¢ 21.204 22.92 29.16 11.52

[mg*min/I]

t, [Min] 189 144 54 246

*SD = Standardabweichung

Als mogliche Ursache fur die interindividuelle Variabilitdt kommen, wie oben bereits
beschrieben unterschiedliche MDR1-Gen-Expressionen und Polymorphismen in
Betracht. Dazu wurden bereits eine Reihe von Studien durchgefiihrt, aber nur wenige
konnten tatsachlich die verénderte Aktivitat der Transporter MDR1 und MRP2 und
somit die unterschiedliche Pharmakokinetik von Talinolol mit bestimmten Genvarianten
erklaren. Die einzelnen Polymorphismen, die fiir eine veranderte Transporteraktivitét
verantwortlich gemacht werden kdnnen, sind bereits ausfihrlich in der Einleitung
beschrieben worden (siehe Tabellen 4 und 7).

Bisher sind wir davon ausgegangen, dass Talinolol nur tber die Transporter MDR1 und
MRP2 transportiert wird. Allerdings wird in einzelnen Studien spekuliert, dass noch
weitere Transporter Einfluss auf die Aufnahme von Talinolol haben kénnten und somit
auch Auswirkungen auf die Pharmakokinetik von Talinolol besitzen (Siegmund et al.
2002; Bernsdorf et al. 2006; Shirasaka et al. 2009).



4 Diskussion 79

Da sich die grol3e Variabilitat in unserer Studie nicht nur zwischen den Zwillingspaaren
zeigt, sondern in vielen Parametern zwischen monozygoten Zwillingspaaren groBer ist
als zwischen dizygoten Zwillingspaaren, muss man daraus schlielen, dass &ullere
Faktoren doch einen erheblichen Einfluss auf die Pharmakokinetik von Talinolol haben.
Auch die Tatsache, dass die Blutkonzentrationsverldufe und die Pharmakokinetik eines
einzelnen Probanden an den verschiedenen Studientagen teilweise so unterschiedlich
waren (intraindividuelle Variabilitat), lasst sich nicht durch genetische Faktoren
erklaren, sondern mussen andere Griinde haben. Interessanterweise machte es keinen
Unterschied, wie weit die einzelnen Studientage auseinander gelegen haben. AuRere
Faktoren, die dabei eine Rolle gespielt haben konnten, sind vielfaltig. Hier sollen einige
beispielhaft erlauter werden.

Grundsatzlich muss man bedenken, dass beide Transporter MDR1 und MRP2
induzierbar sind, d.h. dass die Expression durch eine Reihe von Naturstoffen und eine
Reihe von Medikamenten teils sehr erheblich gesteigert wird (Giessmann et al. 2004;
Schwarz et al. 2005; Haenisch et al. 2008). Das spielt insbesondere in der Darmwand
eine Rolle, da dort mit der Nahrung viele Substanzen eintreten, die induzierend wirken
kdnnen. Zwar kann in den Probandenstudien weitgehend ausgeschlossen werden, dass
die Probanden andere Medikamente nehmen, auch gibt es bestimmte Ern&hrungs-
vorschriften, aber eine komplette Kontrolle und Vereinheitlichung der Erndhrung kann
selten gewéhrleistet werden.

Es gibt mehrere Studien die zeigen, dass die Aufnahme von Talinolol nicht nur von
bestimmten Nahrungsmitteln und Medikamenten beeinflusst wird, sondern diese auch
abhéngig vom Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme ist. Bei gleichzeitiger Einnahme von
Talinolol und Nahrung reduziert sich die Bioverfugbarkeit von Talinolol signifikant
(Gramatte et al. 1996; Weitschies et al. 2005). Der unterschiedliche Zeitpunkt der
Nahrungsaufnahme der Probanden ware eine mogliche Erklarung fir die unter-
schiedlichen Konzentrationsverldufe bei ein und demselben Probanden. Allerdings
haben wir versucht diesen Einflussfaktor zu minimieren, indem unsere Probanden an
allen drei Studientagen bis zu immer demselben Zeitpunkt nach Talinololeinnahme
nlchtern bleiben mussten. Ein Problem jedoch kénnte sein, dass die Probanden jeweils
unterschiedlich viel und auch unterschiedliche Nahrung zu sich genommen haben.

Dieser moglicherweise beeinflussende Faktor wurde nicht streng reguliert.
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Okyar A. et al. fihrten 2012 eine Studie an Ratten durch, in der sie feststellten, dass die
MDR1-Transporteraktivitat einem circadianen Rhythmus unterliegt. Nachts, in der
aktiven Phase der Ratten, zeigte sich eine hthere MDR1 abhéngige Sekretion in den
Darm als tagstber, in der nicht aktiven Phase der Ratten (Okyar et al. 2012). Das unter-
schiedliche Verhalten an den jeweiligen Studientagen, hinsichtlich Wachheitszustand
und Schlafverhalten, kdnnte also mitverantwortlich fur die intraindividuelle Variabilitét
sein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in unserer Studie vorhandene inter- und
intraindividuelle Variabilitat auch in anderen Studien aufgetreten ist und diese sicherlich
nicht durch einen einzelnen Faktor erklarbar ist, sondern durch viele verschiedene
Faktoren begriindet sein muss. Durch die Tatsache, dass die Pharmakokinetik von
Talinolol in unserer Studie bei dizygoten Zwillingen ahnlicher ist als bei monozygoten
Zwillingen untereinander und auch die intraindividuellen Verlaufe sehr variabel sind,
mussen exogene Faktoren, wie zum Teil schon in verschiedenen Studien gezeigt, auch

in unserer Studie eine grofRe Rolle in der Aufnahme von Talinolol gespielt haben.

4.3  Vergleich der Eignung unterschiedlicher Pharmakokinetik-
Parameter am Beispiel der Testsubstanz Talinolol

In Hinblick auf die Identifizierung von erblichen Faktoren wéren Parameter dann
besonders giinstig, wenn sie bei Mehrfachmessung jeweils sehr &hnliche Werte haben.
Wie in Tabelle 17 (Pharmakokinetik von Talinolol in der gesamten Stichprobe) zu
sehen ist, hatte die geringste Variabilitat bei Mehrfachmessung Tax gefolgt von AUC;q¢
und den partiellen AUCs. Zur Veranschaulichung wie groR bei den einzelnen
Parametern die Variabilitdt bei Mehrfachmessungen war, folgt eine graphische Dar-

stellung mit dem Verhaltnis grofi3ter tiber kleinster Wert.
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Abbildung 9: Variabilitat der einzelnen Parametern
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y-Achse: Max/Min (Verhaltnis groter tber kleinster Wert)

Da AUC; sehr dhnliche Werte bei Mehrfachmessungen im Vergleich zu den anderen
Parametern aufzeigt, wurde dieser Parameter in dieser Arbeit in den Mittelpunkt fir
weitere Analysen gestellt. Aber auch Parameter mit schlechter Ubereinstimmung
wurden in die Analyse aufgenommen. So z.B. die Parameter Cnax und ty,, die eine
grolRe Variabilitat zwischen den einzelnen Messungen aufweisen. Die grof3e Variation
bei Crax hdngt unter anderem natirlich damit zusammen, dass es sich hier um nur einen
Messpunkt handelt, d.h. hier geht mehr als bei den anderen Gréfen auch die Mess-
genauigkeit in die Streuung ein. Daneben spielt bei Cnax eine Rolle, dass man ja nur zu
vorgegebenen Zeiten Blut abnimmt, die wirkliche Maximalkonzentration kann
irgendwo dazwischen liegen.

Die groRe Variation in der terminalen Halbwertszeit liegt teilweise in der Methode der
Berechnung. Die Halbwertszeit ist ja nur perfekt im 1-Kompartment-Modell definiert,
aber in Wirklichkeit verteilen sich die Medikamente in vielen verschiedenen
Kompartimenten, so dass die Konzentrationen spater nach Einnahme des Medikaments
mit unterschiedlichen Halbwertszeiten abfallen. Somit hangt der gemessene Wert stark

davon ab, in welchem Zeitraum man den Konzentrationsabfall misst.
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4.4 Variabilitat in der Aktivitdt von MDR1

4.4.1  Verschiedene Testverfahren und Testsubstanzen zur Bestimmung der
Aktivitdt von MDR1
MDR1 ist ein an der duf3eren Zellmembran von Darm (apikal, d.h. zum Darmlumen hin)
und Leberzellen (apikal, d.h. zu den Gallengéngen hin) exprimierter Effluxtransporter.
Durch den Efflux-Transport reduziert MRP1 fir fast alle Medikamente die Bio-
verfiigbarkeit und kann daher fir Wirkungen und Nebenwirkungen von Medikamenten
eine wichtige Rolle spielen.
Es gibt grundsétzlich zwei Wege um die Aktivitdt von MDR1 zu testen. Zum einen
lassen sich Tests an isolierten Zellkulturen durchfiihren, sogenannte In-vitro-
Testverfahren. Hier kénnen zum Beispiel Caco-2, HCT-8 oder T84 Zelllinien verwendet
werden. Da es sich bei den Zelllinien um epitheliale Zellen handelt, exprimieren diese
das MDR1 auf ihrer apikalen Seite. Daher ist es moglich den Einfluss des Transporters
auf die Aufnahme von Arzneistoffen auf zellularer Ebene zu analysieren. Somit konnte
auf zellularer Ebene gezeigt werden, dass eine verringerte Bioverfligbarkeit von
verschiedenen Arzneistoffen die Folge der MDR1 Aktivitat ist (Fricker und Miller
2002).
Zum anderen werden Tests an lebenden Menschen durchgefiihrt, sogenannte In-vivo-
Testverfahren. Es gibt eine Vielzahl von Substraten, die von MDR1 transportiert
werden (siehe Tabelle 2 in der Einleitung), allerdings sind nur wenige gezielt beim
Menschen verabreicht worden, um zu messen, wie variabel die In-vivo-Aktivitat von
MDR1 ist. Hierzu zahlen vor allem das auch in dieser Studie verwendete Talinolol, aber
auch Digoxin und Fexofenadin (Gerloff und Roots 2003; Chinn und Kroetz 2007).
Viele weitere Substanzen wurden verwendet, um den Einfluss der jeweiligen Substanz
auf die Aktivitdt von MDR1 zu testen und somit die Auswirkungen auf die Pharmako-
kinetik von z.B. Talinolol und Digoxin festzustellen. Zu den Substanzen, die die
Aktivitat von MDR1 steigern und somit die Bioverfligbarkeit von Talinolol verringern
zdhlen zum Beispiel Rifampin und Grapefruit (Westphal et al. 2000b; Schwarz et al.
2005).
Die folgende Tabelle zeigt ausgewéhlte Studien mit den typischen Testsubstanzen von

MDR1 mit den ermittelten pharmakokinetischen Parametern.
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Tabelle 43: typische MDR1-Substrate mit den ermittelten pharmakokinetischen

Parametern
MDR1 Sub- Parameter Genotyp Mittelwert (Standard- Zitat
strat abweichung)
Fexofenadin ~ AUCinf 2677GG/3435CC 242 £110mg* min /| (Shon et al.
(180 mg) (G/C) 2005)
AUCinf 2677TT/3435TT 312+ 115mg* min /| (Shon et al.
(T/T) 2005
Cl/F 2677GG/3435CC  48.4 £21.3 I/min (Shon et al.
(GIC) 2005
Cl/F 2677TT/3435TT  31.9+11.51/min (Shon et al.
(TIT) 2005
Digoxin AUC(0-72) 1.38+0.2mg* min/ | (Westphal et
(0.5mgq) al. 2000a)
Cl/F 0.214 £ 0.059 I/min (Westphal et
al. 2000a)

4.4.2  Genetische Einflusse auf die Aktivitat von MDR1

Die meisten Studien, die sich mit der Aktivitdt von MDR1 beschaftigen, versuchen
Polymorphismen zu detektieren, die einen Einfluss auf die MDR1 Gen Expression und
MDR1 Transporteraktivitat haben.

Die Polymorphismen, die mit einer verédnderten Bioverfligbarkeit von verschiedenen
Testsubstanzen in Verbindung gebracht werden konnen, sind in Tabelle 4 in der
Einleitung beschrieben. Der Einfluss verschiedener Polymorphismen auf die Expression
und Aktivitdt von MDR1, so wie er in den meisten Fallen in der Literatur beschrieben
ist, konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Hier zeigte sich viel mehr eine
erhdhte Plasmakonzentration bei Probanden, die den Wildtyp im 3435C>T Gen
vorwiesen, was flr eine verminderte Aktivitdt oder geringere Expression des MDR1
Transporters sprechen wiirde. In der Literatur wird gehdauft das SNP 3435C>T mit einer
verminderten Aktivitat des MDR1 Transporters in Verbindung gebracht.
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Die Diskrepanz zwischen einigen Studien in der Vergangenheit und unsere Studie,
konnte verschiedene Ursachen haben. Da muss zundchst wieder auf unterschiedliche
GroRen der Probandengruppen hingewiesen werden. Zudem kdnnen Unterschiede in der
Art der Verabreichung und in der Menge der verabreichten Dosis von Talinolol eine
mogliche Erklarung fur die Diskrepanz darstellen. Die zunéchst auffallenden ungleich
verteilt vorkommenden Genvarianten sollten kein Kriterium fur die Diskrepanz sein, da
ahnliche Studien vergleichbare Verteilungshaufigkeiten haben (Cascorbi et al. 2001;
Narumiya et al. 2011). Die Zahl der heterozygoten Trager war mit 655 % stark
vertreten, homozygote Tréger gab es 8 (13,8 %).

Der Polymorphismus im 1236 Gen zeigte ebenfalls in der Wildtyp Form die geringste
Aktivitdit des MDR1-Transporters. Da es zu diesem Polymorphismen noch nicht so
viele Studien gibt, lasst sich abwarten, ob die Tendenz, dass es beim Vorkommen des
SNP zu einer erhohten MDR1-Aktivitat kommt.

4.4.3  Exogene Einflusse auf die Aktivitat von MDR1

Da die Variabilitat in der Aktivitdt von MDR1 nicht nur von genetischen Faktoren
abhangig gemacht werden kann, soll hier nochmal néher auf den Einfluss aul3erere
Faktoren eingegangen werden. Denn auch in unserer Studie, so wie oben beschrieben,
scheinen exogene Faktoren einen bedeutenden Einfluss auf die Aktivitat von MDR1 zu
haben. In der Literatur werden verschiedene Medikamente und Naturstoffe be-
schrieben, die die Transporteraktivitat beeinflussen und somit die Bioverfligbarkeit
verschiedenster Arzneistoffe verandert. Einen Uberblick liefert die nachfolgende
Tabelle.

Tabelle 44: Medikamente und Naturstoffe mit Einfluss auf die Aktivitat von
MDR1

Carbamazepin induziert die intestinale MDR1 (Giessmann et al. 2004)
MRNA
Grapefruit reduziert die orale Bioverfligbar- (Schwarz et al. 2005)

keit von Talinolol
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Rifampicin induziert MDR1, erhoht die intes- (Westphal et al. 2000b;
tinale Talinololsekretion Haenisch et al. 2008)
Johanniskraut induziert MDR1 und reduziert die (Schwarz et al. 2007)
orale Bioverfugbarkeit von Tali-
nolol

Duloxetin inhibiert die Funktion von MDR1  (Ruike et al. 2010)

Des Weiteren sind vereinzelt in der Literatur stoffunabhangige Faktoren beschrieben
worden, die ebenfalls Einflisse auf die Aktivitdit von MDR1 haben. So z.B. in der
Studie von Okyar A. et al., der wie im vorherigen Kapitel bereits beschrieben, von einer
Tagesrhythmik abhéngigen Aktivitat von MDR1 ausgeht (Okyar et al. 2012).

Unsere Ergebnisse haben durch den Vergleich von mono- und dizygoten Zwillingen
gezeigt, dass exogene Faktoren eine groRe Rolle in der Aktivitdt von MDR1 spielen
mussen. Welche das im Detail sind, lasst sich nur schwer sicher feststellen.
AuszuschlieRen ist nur, dass in unserer Studie durch das Verbot der Einnahme von
Medikamenten, dieser exogene Faktor eher keine Rolle gespielt haben dirfte. Es gab
zwar auch gewisse Erndhrungsvorschriften, aber da eine vollstandige Kontrolle und
Vereinheitlichung der Erndhrung nicht maglich ist, lassen sich eventuell daher einige
Aktivitatsunterschiede erklaren. Auch die von Okyar beschriebene zirkadiane Variation
in der Aktivitdt von MDR1 stellt eine interessante Tatsache da, die auch in unserer
Studie eine Rolle gespielt haben kdnnte und die vielleicht in weiteren Studien nédher

untersucht werden musste.

4.5 Variabilitat in der Aktivitat von MRP2

45.1  Verschiedene Testverfahren und Testsubstanzen zur Bestimmung der
Aktivitat von MRP2

MRP2 ist ein weiterer an der Oberflache von Zellen lokalisierter Effluxtransporter.

Ahnlich wie von MDR1 ist bekannt, dass MRP2 auch die Ausscheidung von Xeno-

biotika Uber Urin und Galle férdert und die Absorption dieser Stoffe im Gastro-

intestinaltrakt hemmt. Somit reduziert auch MRP2 die Bioverfligbarkeit vieler
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Medikamente und spielt damit ebenfalls eine wichtige Rolle fur die zu verabreichende
Dosis eines Medikaments. Allerdings sind bisher weitaus weniger Substanzen bekannt,
die Uber den MRP2-Transporter transportiert werden als Gber den MDR1-Transporter.
Im Unterschied zu MDR1 ist MRP2 zusatzlich in der Lage ungeladene Stoffe im Ko-
transport mit Glutathion zu transportieren (Jedlitschky et al. 2006).

Auch fir MRP2 wurden sowohl In-vitro, als auch In-vivo-Testverfahren durchgefinhrt.
Viele Studien fiihrten In-vivo-Testverfahren an transfizierten Zellen durch, um MDR2-
abhangige Resistenzen von verschiedensten Chemotherapeutika herauszufinden.
Beispielhaft seien hier die MRP2 bedingten Resistenzen von Etoposid und Vincristin in
transfizierten MDCKII Zellen und die MRP2 bedingten Resistenzen von Cisplatin,
Etoposid, Doxorubicin und Epirubicin in transfizierten HEK293 Zellen genannt (Konig
et al. 1999). Bei den In-vivo durchgefiihrten Studien liegt der Schwerpunkt, wie auch
beim MDRZ1-Transporter, in der Detektion von verschiedenen Polymorphismen, die die
Genexpression und die Funktion von MRP2 bestimmen. In-vivo-Testsubstanzen waren
vor allem diverse Chemotherapeutika, aber auch z.B. Pravastatin. Insgesamt muss man
allerdings feststellen, dass Uber die Variabilitat in der Aktivitit von MRP2 deutlich
weniger Studien als fir MDR1 vorliegen, der als wichtigster Vertreter in der Klasse der
ABC-Transporter angesehen wird.

45.2  Genetische Einflusse auf die Aktivitat von MDR?2

In der Literatur findet man gehauft zwei Polymorphismen, die eindeutig eine veranderte
Aktivitat des MRP2 Transporters hervorrufen (siehe Tabelle 7 in der Einleitung). Es
konnten noch eine Reihe weiterer Polymorphismen gefunden werden, aber die meisten
hatten keinen Einfluss auf die MRP2-Aktivitéat.

In unserer Studie untersuchten wir die beiden Polymorphismen, fiir die es in
verschiedenen Studien schon des Ofteren Hinweise auf eine mogliche verinderte
MRP2-Aktivitat gab. Problematisch flir die Auswertung, aber représentativ ist die
Allelfrequenz der Genvarianten in unserer Studienpopulation. Im rs2273697 Gen war
der A/A-Genotyp nur mit 3,4 %, im rs717620 nur mit 1,7 % vertreten. Die folgenden
beiden Abbildungen zeigen die Allelfrequenzen der beiden untersuchten Gene auf den
verschiedenen Kontinenten. Es l&sst sich erkennen, dass in Europa der Genotyp A/A in
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beiden Genen nur mit wenigen Prozent vertreten ist und der G/G-Genotyp am

haufigsten vorkommt.

Abbildung 10: Verteilung der Genvarianten des rs717620-Gens auf den

verschiedenen Kontinenten
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Abbildung 11: Verteilung der Genvarianten des rs2273697 Gens auf den

verschiedenen Kontinenten
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Kritisch ist nun zu hinterfragen, ob bei der Betrachtung der Blutkonzentration eines
oder zwei Probanden, die den seltenen Genotyp A/A tragen, ein Schluss auf den
genetischen Einfluss auf die MRP2-Aktivitat gemacht werden darf. Zumindest lasst sich
feststellen, dass die Probanden mit dem Genotyp A/A im rs2273697 Gen die niedrigsten
Plasmakonzentrationen von Talinolol aufweisen. Dies bestétigt Aussagen vorheriger
Studien, dass das Vorhandensein des A/A-Genotyps in einer erhbhten MRP2-Aktivitat
resultiert. Ob die Ubrigen nicht signifikanten Unterschiede der Plasmakonzentrationen
von Talinolol tatséchlich auf die unterschiedlichen Genvarianten zurtckzufiihren sind,
lasst sich mit dieser Studie nicht sicher beurteilen. Es ist weiterhin in Betracht zu
ziehen, dass diese Unterschiede auch durch verschiedene exogene Einflusse

hervorgerufen werden kénnten.

45.3  Exogene Einflusse auf die Aktivitat von MRP2

Da auch bei MRP2 die Variabilitat in der Aktivitat nicht nur durch genetische Aspekte
zu erkléren ist, spielen auch hier exogene Faktoren eine entscheidende Rolle. Da sich
die duReren Faktoren, die Einfluss auf die Aktivitdt von MRP2 haben nicht von denen
unterscheiden, die Einfluss auf die Aktivitdt von MDR1 haben, soll hier nicht nochmal
im Detail darauf eingegangen werden. Festzuhalten ist nur, dass es fir MRP2 weitaus
weniger Studien gibt, die bestimmte Stoffe beschreiben, die einen Einfluss auf dessen
Aktivitat besitzen.

4.6 Erblichkeit der kardialen Wirkungen von Betablockern

In unsere Studie haben wir zunéchst die Hohe der Pulse zu Beginn (Ruhepuls) mit den
Pulsen an den Zeitpunkten bei maximaler Metoprololkonzentration und bei maximaler
Talinololkonzentration verglichen, um allgemein Aussagen Uber die kardialen
Wirkungen der beiden untersuchten Betablocker zu erhalten. Hier zeigte sich, dass
sowohl Metoprolol als auch Talinolol einen Pulsabfall zur Folge haben, wobei Talinolol
einen geringeren kardialen Einfluss aufweist. Die ermittelten Daten decken sich mit den
bereits in der Literatur beschriebenen Daten zu den kardialen Einflissen von
Betablockern (Modersohn und Femmer 1975). Um eine Aussage beziglich der

Erblichkeit der kardialen Wirkungen von Betablockern bzw. beziiglich der Erblichkeit
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von Pulsfrequenzen zu erhalten haben wir die Pulsverlaufe zwischen mono- und
dizygoten Zwillingen verglichen. Erstaunlicherweise korrelierten in unserer Studie die
Pulse der dizygoten Zwillinge mehr als die der monozygoten Zwillinge. Sowohl die
Ruhepulse, als auch die Pulse unter maximaler Metoprolol- und Talinololwirkung
zeigten bei den dizygoten Zwillingen einen ahnlicheren Verlauf als bei den mono-
zygoten Zwillingen. Somit zeigt unsere Studie im Grunde genommen keine Erblichkeit
von Pulsfrequenzen. In verschiedenen weiteren Zwillingsstudien wurde allerdings
durchaus eine moderate Erblichkeit verschiedener kardialer Parameter festgestellt.

Die Erblichkeit beruhte sich in den meisten Studien auf Werte zwischen 10 % und 60 %
(Snieder et al. 2007; Osztovits et al. 2011). Dass in unserer Studie die Erblichkeit so
gering scheint, ist wahrscheinlich durch die geringe Anzahl dizygoter Zwillinge vom
Zufall bedingt. Da die Untersuchungen (ber die Erblichkeit vom Puls nicht den
zentralen Punkt in dieser Studie darstellen sollten, waren die Rahmenbedingungen zur
optimalen Pulsbestimmung nicht gegeben. So kdnnen einige Storfaktoren, wie z.B.
unterschiedliches situatives Verhalten der Zwillinge wéhrend der Pulsmessung, Einfluss
auf unser Ergebnis gehabt haben. Allerdings sind unsere Ergebnisse, dass Umwelt-
faktoren einen grof3en Einfluss auf Pulsfrequenzen haben, auch nicht ganz abwegig, da
auch in anderen Studien ein hoher Einfluss von Umweltfaktoren auf kardiale
Wirkungen beschrieben wird. Osztovits et al. beschreiben zum Beispiel einen viel ho-
heren Einfluss von Umweltfaktoren auf kardiovaskulére autonome Funktionen als von
genetischen Faktoren (Osztovits et al. 2011). Die &ulleren Faktoren, die einen Einfluss
auf den Puls haben sind vielféltig. So hangt dieser zum Beispiel stark von den
sportlichen und alltiglich durchgefiihrten Aktivitaten ab.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das Pulsverhalten eines Individuums eine hohe
Komplexitat aufweist und sowohl genetische Faktoren als auch exogene Faktoren eine

grolRe Rolle spielen.

4.7  Methodische Aspekte zu unterschiedlichen statistischen
MessgrofRen fur Erblichkeit.

Die Erblichkeit eines Merkmals gibt den Anteil der Merkmalsstreuung an, der auf die

genotypische Variation in einer Population zurlickzufuhren ist. Eine gebrduchliche
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Methode zur Untersuchung der Erblichkeit ist die Zwillingsmethode. Ziel der
Zwillingsmethode ist es, die phanotypische Varianz in einen genetisch bedingten Anteil
und in einen umweltbedingten Anteil zu zerlegen. Allgemein gesagt besteht eine hohe
Erblichkeit, wenn die Unterschiede der monozygoten Zwillingspaare geringer sind als
die der dizygoten Zwillinge. Um eine Erblichkeit genau berechnen zu kdnnen, waren
neben allen additiven Genwirkungen noch die Gendominanz und die Geninteraktionen
zu berticksichtigen. Da sich diese einzelnen Komponenten der Merkmalsvarianz nicht
direkt messen lassen, stellt die Zwillingsmethode eine Mdglichkeit dar, den genetisch
bedingten Anteil eines Merkmals zu schatzen. Es gibt verschiedene Formeln zur
Erblichkeitsschitzung, die im Prinzip alle auf dem Vergleich der Intrapaarvarianzen
bzw. Intrapaarkorrelationen basieren. In dieser Arbeit wurde die Formel nach Falconer
verwendet, die die Erblichkeit h2 in der einfachen Formel h2= 2(rn,-ry;) beschreibt. Ein
grolRer Nachteil all dieser Formeln zur Erblichkeitsschdtzung im Rahmen von
Zwillingsstudien ist, dass sie in der Regel weder mogliche Kovariationen und
Interaktionen von erblichen Faktoren und duBeren Faktoren noch die Varianz zwischen
den Paaren berlcksichtigt. Ein Verfahren, das diese Aspekte in die Berechnung mit ein-
flieRen lasst stellt die ,,Multiple Abstract Variance Analysis“ (MAVA)- Methode dar.
Da diese Methode rechnerisch sehr aufwendig ist und praktisch kaum durchfuhrbar,
konnte sie sich nicht durchsetzen (Trautner 1992).

Eine Alternativmethode zur Berechnung der Erblichkeit stellte 1998 Kalow vor. Er
bezieht sich vor allem auf das Prinzip der Mehrfachmessung, indem er die Variabilitat
innerhalb eines Individuums mit der Variabilitat zwischen den Individuen bei mehr-
fachen Messungen vergleicht. Die mathematische Herleitung der angewandten Formel
(rGC= SDy’ - SD,,* / SDy?) ist bereits im Methodenteil ausfiihrlich beschrieben.

Ein Vorteil dieser Methode ist, dass sie nicht an Zwillingen durchgefiihrt werden muss
und somit einfacher und kostengunstiger ist. Allerdings wird mit dieser Methode die
Erblichkeit hdufig zu hoch eingeschétzt, zum Beispiel wenn die Umwelteinflisse
sowohl die initiale Messung als auch die wiederholte Messung beeinflussen (Kalow et
al. 1998).

Da in unserer Studie auch Mehrfachmessungen durchgefuhrt wurden, konnten wir
zusatzlich diese Methode zur Aussage des genetischen Einflusses anwenden. Wenn man

die Ergebnisse der beiden Formeln in unserer Studie vergleicht, so ergibt die
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Berechnung nach Kalow eine insgesamt hohere Erblichkeit in der Pharmakokinetik von
Talinolol, als die Formel nach Falconer. Dies kdnnte zum Beispiel wie oben schon
erwéhnt am Einfluss duRerer Faktoren auf die einzelnen Messungen liegen. Somit ist es
mdoglich, dass die Umweltfaktoren, die an den unterschiedlichen Messtagen auf die
Probanden gewirkt haben eine héhere Erblichkeit vortduschen.

Insgesamt ist festzuhalten, dass auch wenn es geringe Unterschiede in den Ergebnissen
der beiden Formeln gibt, beide Methoden eine in unserer Studie geringe Erblichkeit in

der Pharmakokinetik von Talinolol aufzeigen.

4.8  Schwachen des Projektes und Ausblick auf weitere Arbeiten

In dem Projekt sollten mit einer ausgewahlten Studienpopulation grundlegende
Untersuchungen zur erblichen Variation der Aktivitaten der Efflux-Transportproteine
MDR1 und MRP2 erfolgen. Die Studienpopulation wurde nach genauen Kriterien, die
im  Methodenteil ausfuhrlich aufgefiihrt sind, ausgewahlt, um eine valide Studie zu
erhalten. Allerdings ergab sich das Problem, dass wir eine viel gréRere Anzahl an

monozygoten Zwillingen rekrutieren konnten als dizygote Zwillinge.

Auch Bemihungen, die Rekrutierung auf Bundesebene auszuweiten, veranderten das
Verhéltnis der mono- und dizygoten Zwillinge nicht. Dies erklarte sich auch dadurch,
dass wir nur gleichgeschlechtliche dizygote Zwillinge in die Studie eingeschlossen
haben und somit insgesamt die Zahl der mdglichen dizygoten Studienteilnehmerpaare

reduziert wurde.

Untersucht wurden insgesamt 20 monozygote und 9 dizygote Zwillingspaare. Dass
einige ermittelten pharmakokinetischen Parameter sich bei dizygoten Zwillingen
weniger unterscheiden als die pharmakokinetischen Parameter der monozygoten
Zwillinge, deutet auf einen groRen Einfluss von exogenen Faktoren hin. Allerdings
sollte bei der Interpretation der Daten das Ungleichgewicht in der Anzahl der
mono- und dizygoten Probanden bericksichtig werden. Denn durch die geringe Anzahl

dizygoter Zwillinge sind die Ergebnisse in dieser Gruppe weniger reprasentativ.

Als weiterer limitierender Faktor in der Interpretation der Daten gilt die Tatsache, dass

Talinolol nicht exklusiv von einem Transporter transportiert wird, sondern Substrat von
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sowohl MDR1 als auch MRP2 ist. Zur Analyse der Transporter wéren besser Substrate
geeignet, die wirklich nur von einem Transporter transportiert werden. So geht man fur
Digoxin und Fexofenadin davon aus, dass sie nur von MDR1 transportiert werden und
dadurch wéren z.B. diese beiden Substanzen besser zur Analyse der MDR1-Aktivitat
geeignet. Da Talinolol Substrat von MDR1 und MRP2 ist, ist es schwierig zu differen-
zieren, welcher Transporter mehr Einfluss auf die Bioverfugbarkeit und somit
Pharmakokinetik hat. Da aber Talinolol ansonsten ideale Eigenschaften fur die Analyse
der Transporter hat, so wie in der Einleitung ausfiihrlich beschrieben, schien es

geeigneter, in dieser Studie Talinolol als Testsubstanz zu verwenden.

Eine kritische Anmerkung soll auch der Auswertung der kardialen Wirkungen von
Talinolol zukommen. Zundchst muss festgehalten werden, dass die Auswirkung der
kardialen Wirkungen von Talinolol nicht zentraler Punkt des Projekts war und somit die
Kritik relativiert werden muss. Um die kardialen Wirkungen eines Medikaments festzu-
stellen, ist es sinnvoll, nur eine kardial wirkende Testsubstanz zu verwenden. Zusétzlich
sollte eine striktere Vorschreibung von Tatigkeiten erfolgen, um Pulsanstiege durch

emotionale oder andere Gegebenheiten zu minimieren.

In unserer Studie zeigte sich eindeutig, dass exogene Faktoren eine wichtige Rolle in
der Aufnahme und Wirkweise von Talinolol spielen. Auch wenn die Daten aufgrund der
geringen Studienpopulation und der Diskrepanz in der Anzahl mono- und dizygoter
Zwillinge nicht Uberinterpretiert werden dirfen, wére es winschenswert, in weiteren
Studien den Einfluss &ulerer Faktoren auf die Pharmakokinetik von verschiedenen

Medikamenten mehr Bedeutung zuzuschreiben.
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5 Zusammenfassung

Das zentrale Ziel dieser Studie ist es, der personalisierten Medizin, bei der fiir jeden
Patienten flr die entsprechende Erkrankung das optimale Arzneimittel in der optimalen
Dosierung gewahlt wird, einen Schritt ndher zu kommen. Dazu ist es notwendig heraus-
zufinden, wie viel der Wirkweise von Medikamenten sich auf die Genetik zurlickfiihren
lassen. Wenn Ergebnisse von Klinischen Studien ausreichend belegen, dass der Einfluss
von genetischen Faktoren bedeutsam fur die Wirkweise von Medikamenten ist, kann
sich eine genetische Analyse vor Therapiebeginn als sinnvoll erweisen.

Zwillingsstudien eignen sich am besten, um den Einfluss von Genen und Umwelt-
faktoren auf interindividuelle Unterschiede zu erforschen.

So haben wir eine Zwillingsstudie mit 20 monozygoten und 9 dizygoten Zwillingen
durchgefuhrt. Dabei wurde Talinolol als In-vivo-Testsubstanz fiir die Aktivitat der
Membran-Transportproteine MDR1 und MRP2 analysiert.

Es wurden an drei verschiedenen Studientagen, die mindestens eine Woche auseinander
liegen mussten, jeweils die gleiche Menge an Talinolol verabreicht und anschliefend in
festgelegten regelméRigen Abstanden die Blutkonzentration bestimmt. Man kann davon
ausgehen, dass die gemessene Blutkonzentration die Aktivitdt von MDR1 und MRP2
widerspiegelt. Uberraschenderweise zeigte sich eine sehr groBe Streuung der
Blutkonzentrationsprofile sowohl zwischen den Personen (interindividuelle Variabilitét)
als auch innerhalb einer Person zwischen den unterschiedlichen Studientagen
(intraindividuelle Variabilitdt). Die maximal gemessenen Blutkonzentrationen Cpmax
unterschieden sich zwischen den Personen bis zu einem Faktor von 29 (niedrigster
gemessener Wert: 16.0 pg/l, hochster gemessener Wert: 463.3 pg/l). Innerhalb einer
Person unterschieden sich die Blutkonzentrationen maximal um den Faktor 11.7
(niedrigster gemessener Wert: 16.0, hochster gemessener Wert: 187.4). Trotz der aufge-
tretenen groRBen Variabilitdt gab es auch Personen, die an allen drei Studientagen fast
identische Blutkonzentrationen zeigten.

Zusétzlich  zeigten dizygote Zwillinge &hnlichere Blutkonzentrationsverlaufe

untereinander als die meisten monozygoten Zwillinge. Die Blutkonzentrationsverlaufe
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in Bezug zu den verschiedenen Genvarianten von MDR1 und MRP2 zeigten keine
signifikanten Unterschiede.

Auch die in dieser Arbeit betrachteten Pulsverldaufe &hnelten sich bei dizygoten
Zwillingen mehr als bei monozygoten Zwillingen. Die Korrelationskoeffizienten (r) an
den Zeitpunkten zu Beginn (TP1), bei maximaler Metoprololkonzentration (TP5) und
bei maximaler Talinololkonzentration (TP10+11) waren bei den monozygoten
Zwillingen TP1 0.606, TP5 0.443, TP10+11 0.593 und bei den dizygoten Zwillingen
TP10.869, TP5 0.720, TP10+11 0.933.

Die insgesamt groRBe Variabilitdt in den Blutkonzentrationsverlaufen innerhalb einer
Person und die Tatsache, dass die Variabilitat unter monozygoten Zwillingen groRer als
die unter dizygoten Zwillingen war, spricht flir einen geringen genetischen Einfluss und
einen grofRen Einfluss von Umweltfaktoren. Des Weiteren zeigten die Probanden mit
verschiedenen Genvarianten auch keine signifikanten Unterschiede in den
Konzentrationsverldufen. Dies wirde bedeuten, dass es zundchst nicht sinnvoll waére,
vor jeder Arzneimitteltherapie mit Talinolol oder anderen MDR1 und MRP2-Substraten
eine genetische Analyse durchzufiihren, sondern besser den Einfluss duBerer Faktoren
starker in den Blick zu nehmen. Jedoch sollte bedacht werden, dass durch die geringe
Anzahl dizygoter Zwillinge in unserer Studie das Ergebnis auch zum Teil vom Zufall
geprégt sein kann.

Bei Betrachtung unserer Studie und den zu diesem Thema durchgefiihrten anderen
Studien ist festzuhalten, dass sowohl die Genetik als auch Umwelteinfliisse einen
Einfluss auf die Wirkweise von Medikamenten haben und abschlieBend noch nicht
sicher geklart werden konnte, ob es tatsachlich sinnvoll ist, vor jeder Arzneimittel-

therapie eine genetische Analyse durchzuftihren.
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