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1 Einleitung

Aktuelle Forschungsbemuhungen in der Pharmakologie verfolgen das Ziel, auf der
Grundlage bestehender Behandlungsstandards eine Pharmakotherapie zu
entwickeln, die den individuellen Bedurfnissen des einzelnen Patienten gerecht wird.
Das heildt, jeder Patient sollte sein Arzneimittel zur richtigen Zeit in der fur ihn
notwendigen Dosierung erhalten. Die Kenntnis der pharmakokinetischen
Eigenschaften eines Arzneimittels, also der Besonderheiten seiner Absorption,
Verteilung, Verstoffwechselung und Ausscheidung, sind dazu eine unabdingbare
Voraussetzung (Lennernas et al., 1995 ; Levine, 1970 ; Yu et al. 1999).

Ob ein Arzneistoff die ihm zugedachte therapeutische Wirkung zu erbringen vermag,
hangt in entscheidendem MalRe davon ab, ob die Gabe einer bestimmten Dosis zu
einer Serumkonzentration fihrt, die im therapeutischen Bereich liegt, ob also ein
hinreichend grolRer Anteil der verabreichten Arzneistoffmenge die systemische
Zirkulation erreicht, ,bioverfugbar® wird (Lobenberg et al., 2000; Dressman et al.,
2000). Da die oral applizierte Dosis im Allgemeinen nicht der Menge entspricht, die
aus dem Darm auch absorbiert wird (Absorptionsrate), und diese wiederum nicht
dem Betrag gleicht, der letztlich systemisch verfligbar wird, sind es vor allem
Phanomene der Absorption, die zu einem erheblichen Anteil die interindividuelle
Variabilitat in der Pharmakokinetik einer Substanz bedingen.

Dies liegt darin begriindet, dass die Aufnahme von Arzneimitteln aus dem Gastro-
intestinaltrakt einen komplexen Prozess darstellt, der durch zahlreiche
physiologische und physikochemische Faktoren beeinflusst wird (Macheras et al.,
1997; Zhou, 2003). Dazu zahlen:

o das unterschiedliche Freisetzungsverhalten von Arzneistoffzube-
reitungen (Caliph et al., 2000)

e Nahrungsaufnahme wund Flussigkeitszufuhr (Davis et al.,, 1986;
Fagerholm et al., 1995; Lennernas et al., 1995; Takanaga et al., 2000;
Welling et al., 1977)

o die zeitliche Variabilitat der Magenentleerung und Motilitatsunter-
schiede im Magen-Darm-Trakt (Wagner, 1968; Mellander et al., 2001;



Marathe et al., 2000; Hunt et al., 1986; Charman et al., 1997; Callreus
et al., 1999)

o die unterschiedlichen pH-Werte in den einzelnen Darmsegmenten
(Charman et al.,, 1997; Dressman et al., 1990; Ovesen et al., 1986;
Russel et al., 1993)

e Schwankungen der Freisetzung von Galle- und Pankreassekret und
deren hormonelle Regulierung (Malagelada et al., 1976; Bakatselou et
al., 1991; Walker et al., 2001)

o Existenz von Absorptionsfenstern entlang des Gastrointestinaltraktes
(Roberts et al., 2002; Oberle et al., 1987; Gramatte et al., 1994)

o die aktive Sekretion in den Darm durch Arzneimitteltransporter
(Gramatte et al., 1996; Chan et al., 2004; Dietrich et al., 2003)

o Interaktionen zwischen verschiedenen Medikamenten (Szymura-
Oleksiak et al., 2001; Polk et al., 2001; Niemi et al., 2001; Albengres et
al., 1998; Gramatte et al., 1999)

e Interaktionen zwischen Medikamenten und Nahrungsmitteln (Bhardwaj
et al., 2002 ; Kane et al., 2000).

Die Aufklarung der Funktion von Transportproteinen aus der Superfamilie der ABC-
Transporter (ATP binding cassette) und aus anderen Transportersystemen wie den
OATPs (organic anion transporting polypeptide ) und den OCTs (organic cation
transporter) erbrachte neue Einsichten in die Mechanismen der Aufnahme,
Verteilung und Ausscheidung von Wirkstoffen beim Menschen. So stellt die aktive
Sekretion, ein Efflux von bereits in die Epithelzelle der Dunndarmschleimhaut
aufgenommener Substanzen wieder zurick ins Darmlumen, vermittelt durch
Transporter wie P-gp oder MRP2 eine mdgliche Erklarung fir die inkomplette
Absorption von Arzneistoffen dar. Transportproteine kdnnen auf diese Weise die
Pharmakokinetik zahlreicher Medikamente beeinflussen.

Der bekannteste und am besten charakterisierte Vertreter der Transportproteine der
ABC-Familie ist das MDR1-Genprodukt P-Glykoprotein (P-gp, ABCB1). Dieser
Arzneistofftransporter wurde ursprunglich als Ursache der primaren und sekundaren



multidrug resistance im Rahmen der Tumortherapie beschrieben (Juliano und Ling,
1976).

P-gp ist ein transmembranares, aus 1280 Aminosauren (Molekulargewicht 170 kD)
bestehendes Integralprotein, welches seine Substrate unter ATP-Verbrauch
entgegen dem Konzentrationsgradienten aus der Zelle transportiert. Aufgrund seiner
apikalen Lokalisation in Zellen mit sekretorischer Funktion wie den Enterozyten des
Darmes, den Epithelzellen der Gallenkandlchen oder den proximalen
Nierentubuluszellen, kann es Aufnahme- und Ausscheidungsvorgange von
Wirkstoffen deutlich verandern (Thiebaut et al., 1987; Sugawara, 1990; Cordon-
Cardo et al., 1990). Weiterhin verhindert es Verteilungsvorgange durch
Endothelzellen von Blutkapillaren im Gehirn, in den Ovarien, den Testes, im Herzen
oder durch Synzytiotrophoblasten der Plazenta (Cordon-Cardo et al., 1989; Mylona
et al., 1996). Die physiologische Bedeutung von P-gp mag somit in der Behinderung
der Aufnahme von Schadstoffen aus der Nahrung sowie ihrer Verteilung im Gewebe

bzw. in der Forderung ihrer Ausscheidung uber den Stuhl bzw. Urin liegen.

P-Glykoprotein ist beim Menschen von pharmakologischer und klinischer Bedeutung,

1. weil eine Vielzahl an Arzneistoffen Substrate von P-gp sind. Insbesondere
amphiphile, bevorzugt kationische Verbindungen mit einem mittleren
Verteilungskoeffizienten (N-Octanol/\Wasser-Verteilungskoeffizient, log D = 1)
und einem Molekulargewicht von 250 - 1900 D werden durch P-gp
transportiert. Die Substratpalette des Transporters umfasst sowohl 3 -
Rezeptorenblocker (Carvedilol, Celiprolol, Talinolol, Timolol), Antiarrhythmika
und Calciumantagonisten (Diltiazem, Nicardipin, Verapamil), naturliche
Glukokortikoide, HIV-Proteaseinhibitoren, Immunsuppressiva (Ciclosporin,
Sirolimus, Tacrolimus), Zytostatika (Paclitaxel, Doxorubicin, Vinblastin) als
auch nicht-metabolisierte Arzneistoffe wie Digoxin, Ranitidin oder
Fexofenadin (Kim, 2002; Schinkel und Jonker, 2003).

2. weil genetische Polymorphismen existieren. P-gp wird von dem MDR1-Gen
kodiert, welches auf Chromosom 7 Abschnitt g21.1 lokalisiert ist.
Systematische Sequenzierungen des MDR1-Genes deckten bislang 28 SNPs
(single nucleotide polymorphisms) in 27 Positionen auf (Hoffmeyer et al.,
2000; Cascorbi et al., 2001; Sakaeda et al., 2002). Der Einfluss des MDR1-



Genotyps auf die Expression und Funktion von P-gp wird aber sehr kontrovers
diskutiert (Cascorbi et al., 2003; Eichelbaum et al., 2004; leiri et al., 2004;
Marzolini et al., 2004).

3. weil Expression und/oder Funktion von P-gp krankheitsbedingten
Veranderungen unterliegen, z. B. bei entziindlichen Darmerkrankungen,
Therapie-refraktarer Epilepsie, Lupus erythematodes oder Alzheimer-
Erkrankung (Tisher et al., 1995; Yacyshyn et al., 1999; Farrell et al., 2000;

Diaz-Borjon et al., 2000; Llorente et al., 2000; Vogelgesang et al., 2002).
4, weil die Expression und/oder Funktion des Arzneistofftransporters P-gp durch

induzierende bzw. inhibierende Arzneimittel, pflanzliche Wirkstoffe oder

Nahrungsbestandteile beeinflusst werden kann (Kim, 2002; Siegmund et al.,
2003; Chan et al., 2004).
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Abb. 1: Aufbau des P-Glykoprotein und Kennzeichnung seiner ATP-

Bindungsstellen
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Ein Modellarzneimittel, dessen Eigenschaften geeignet erscheinen, Erkenntnisse
bezuglich P-gp-abhangiger Absorptionsvorgange zu gewinnen, ist Talinolol. Talinolol
(Cordanum®) ist ein gut vertraglicher, razemischer, selektiver ;-
Adrenorezeptorblocker, welcher seit 1975 zur Behandlung der arteriellen Hypertonie,
der koronaren Herzkrankheit und tachykarder Herzrhythmusstérungen mit einer
oralen Tagesdosis von 50 bis 300 mg eingesetzt wird (Gramatte et al., 1996 ;
Haustein et al., 1979). Es ist eine schwache Base (pKa 9.4) mit einer mittleren pH-
abhangigen Lipidloslichkeit (N-Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient log P =12)
(Gramatte et al., 1996) und liegt im Darm bei einem pH-Wert von etwa 7,14 als
Kation vor (Gramatte et al., 1999). Die Pharmakokinetik von Talinolol ist nichtlinear.
Dies ist in Dosierungen bis zu 50 mg durch einen sattigungsfahigen Prozess in der
Absorption bedingt (de Mey et al., 1995).

Die absolute Bioverfugbarkeit von Talinolol betragt trotz ausreichender
Lipidldslichkeit nur ca. 55 - 70% (Gramatte et al., 1996). Die biliare Elimination liegt
zwischen 3,7 - 24,7 % und ca. 50 % werden unverandert renal ausgeschieden.

Die unzureichende Bioverfugbarkeit des Arzneimittels wird aufgrund der nur geringen
Biotransformation von Talinolol durch CYP3A4 (< 1 % der Gesamitclearance) als
Folge einer inkompletten Absorption gewertet (Trausch et al., 1995; de Mey et al.,
1995; Weigmann et al. 1998, Zschiesche et al., 2002), welche durch einen
intestinalen Rucktransport der Substanz in den Darm durch Transportproteine wie
P-gp und MRP2 (ABCC2) erklart werden kann.

In vitro wurden an Caco-Zellen P-gp-typische Transportvorgange von Talinolol von
der basolateralen zur apikalen Zellseite nachgewiesen. In vivo konnte die intestinale
Sekretion von Talinolol nach intravendser und oraler Gabe durch Komedikation von
Rifampicin und Verapamil induziert bzw. gehemmt werden (Westphal et al., 2000,
Gramatte et al., 1999). Talinolol ist daher als valide Modellsubstanz zur
Untersuchung von P-gp-abhangigen intestinalen Transportvorgangen
charakterisierbar.

Mit Hilfe der Triple-Lumen-Technik gelang erstmals der direkte Nachweis eines
sekretorischen Transportes von Talinolol in vivo sowie der Hinweis auf
Absorptionsunterschiede in Abhangigkeit vom Applikationsort des Medikamentes im

Darm (Gramatte et al., 1996). Bei Applikation von Talinolol in distale Darmabschnitte

11



(leum) wurde eine niedrigere Plasmakonzentration beobachtet. Als Ursache daflr
wird eine hohere P-gp-Aktivitat in den tieferen Darmabschnitten angenommen
(Fricker und Miller, 2002 ; Mouly und Paine, 2003; Paine et al., 1997).
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2 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war es, den Ort der Wirkstofffreisetzung als Marker fur die
Variabilitat in der Absorption von Arzneistoffen zu charakterisieren. Durch Gabe einer
konventionellen Hartkapsel, einer magensaftresistenten Kapsel und eines
Suppositoriums im Rahmen einer kontrollierten, randomisierten klinischen Studie an
acht gesunden, mannlichen Probanden sollte gezeigt werden, dass das P-gp-
Substrat Talinolol in tieferen Darmabschnitten schlechter absorbiert wird.

Alle Arzneiformen enthielten neben Talinolol auch noch Paracetamol und
Retinylpalmitat. Da Paracetamol in allen Teilen des Darmes schnell und vollstandig
absorbiert wird, diente es als Referenzsubstanz zur Festlegung des Zeitpunktes der
Wirkstofffreisetzung. (Gramatte et al., 1994 ; Naslund et al., 2000)

Retinylpalmitat ist ein Marker fur lymphatische Absorption. (Blomhoff, 1994) Der
Vergleich mit der Kinetik von Retinylpalmitat sollte Ruckschlisse daruber erlauben,
ob mdoglicherweise ein Teil des Talinolols Uber die Lymphe aufgenommen wird und
so die Entstehung eines zweiten Peaks (Doppelpeak-Phanomen) in der Serum-
konzentrations-Zeit-Kurve von Talinolol nach etwa 3-5 h verursacht. Zur Stimulation
der Lymphdrainage wurde den Probanden in einem vierten Studienarm die
konventionelle Hartkapsel eine Stunde vor einem fettreichen Fruhstick verabreicht.
Die mogliche Beeinflussung der Pharmakokinetik von Talinolol durch lymphatischen
Transport ist jedoch Gegenstand einer weiteren Dissertation und soll daher im

Ergebnis- und Diskussionsteil dieser Arbeit unerwahnt bleiben.

Die Aufgaben der vorliegenden Arbeit bestanden darin,

1. die Pharmakokinetik von Talinolol nach Gabe als konventionelle Hartkapsel,
magensaftresistente Kapsel und als Suppositorium miteinander zu
vergleichen,

2. die Pharmakokinetik von Talinolol mit der von Paracetamol nach gemeinsamer
Gabe in drei verschiedenen Arzneiformen zu vergleichen,

3. auf der Grundlage dieser vergleichenden Betrachtungen Schlussfolgerungen

uber die regioselektive Absorption von Talinolol zu ziehen.

13



3 Methoden und Studiendurchfihrung

3.1 Studiendesign

Die Durchfuhrung der klinischen Untersuchung erfolgte im Rahmen einer offenen,
kontrollierten, randomisierten, vierarmigen cross-over Studie an acht gesunden
mannlichen Probanden entsprechend dem Schema in Abbildung 2. Weibliche
Probanden wurden aufgrund einer moglichen teratogenen Wirkung von

Retinylpalmitat von der Teilnahme an der Studie ausgeschlossen.

1. Kinetik 2. Kinetik 3. Kinetik 4. Kinetik
-> - -> - -> - -> -
1 8 15 22 Tag
Urin
Abb. 2: Ablaufschema der klinischen Studie

Die Untersuchungen liefen in 6 Abschnitten ab:
1. Einschlussuntersuchung (bis maximal 4 Wochen vor Beginn der Studie)
2.— 5. Pharmakokinetische Studienperioden
6. Nachuntersuchung (5 — 14 Tage nach individuellem Prifende)
Zwischen den pharmakokinetischen Studienperioden lag jeweils eine einwochige
Auswaschphase.
Zusatzlich zur Bestimmung des Talinololspiegels im Serum wurde die Ausscheidung
von Talinolol und seiner Metabolite im Urin erfasst. Die Sammelintervalle flr den Urin
betrugen 0-24 h, 24-48 h und 48-72 h.
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Jeder Studienteilnehmer absolvierte alle vier pharmakokinetischen Untersuchungen,
wobei die individuelle Reihenfolge der Behandlungsabschnitte unter den Probanden

zufallig verteilt war (siehe Randomisierungsliste im Anhang).

Tabelle 1: Darreichungsformen der Prifmedikation

Behandlung A Hartkapsel mit 200 ml Tafelwasser

Behandlung B Hartkapsel mit 200 ml Tafelwasser 1 h vor einem fettreichen
Fruhstuck
Behandlung C magensaftresistente Kapsel mit 200 ml Tafelwasser

Behandlung D Suppositorium

Alle Arzneiformen enthielten: 100 mg Talinolol
100 mg Paracetamol
100.000 IE Retinylpalmitat.

3.2 Probanden

3.2.1 Probandencharakteristik

Studienteilnehmer waren acht gesunde mannliche Freiwillige der weillen Rasse
(Alter 21 - 29, Grole 180 — 189 cm, Gewicht 68 — 86 kg), die zum Probandenstamm
des Institutes fur Pharmakologie gehdrten.

Sowohl die Anamnese als auch die klinischen Untersuchungen der einzelnen
Probanden ergaben keinerlei Hinweise auf das Vorliegen akuter oder chronischer
Erkrankungen. Bezuglich der erhobenen Laborparameter (siehe 3.2.2) gab es keine
klinisch relevanten Normabweichungen. Die Serologie (HBV-, HCV- und HIV-
Screening) war unauffallig. Drogenkonsum wurde nicht nachgewiesen.

Vor Beginn erfolgte eine ausfuhrliche mundliche und schriftliche Aufklarung der
Teilnehmer Uber Zielstellung und Ablauf der Studie sowie mdgliche Wirkungen und
Nebenwirkungen der applizierten Arzneimittel. Offene Fragen wurden vollstandig im
Rahmen eines personlichen Gesprachs beantwortet. Die Prufungsteilnahme war

freiwillig. Die Probanden hatten das Recht, jederzeit und ohne Angabe von Griinden
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von der Studie zurlickzutreten, und dokumentierten ihr Einverstandnis zur Teilnahme

an der klinischen Studie mit ihrer Unterschrift.

3.2.2 Einschlussuntersuchung

Die Einschlussuntersuchung erfolgte innerhalb von 4 Wochen vor Beginn der Studie

und umfasste

e die Erhebung der Anamnese,

e die klinische Untersuchung,

e die Ableitung eines Standard 12-Kanal-EKG,

e die Durchfihrung eines Drogenscreenings (Untersuchung auf Barbiturate,
Benzodiazepine, Kokain, Opiate, Amphetamine/Metamphetamine, Canna-
binoide, Methadon und trizyklische Antidepressiva),

e die Bestimmung von Laborparametern (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2:  Ubersicht der erhobenen Laborparameter

Klinische Chemie Natrium, Kalium, Kalzium, Chlorid, Kreatinin, Harnstoff,
Albumin, Amylase, Glukose, alkalische Phosphatase, y-GT,
ASAT, ALAT

Hamatologie Differentialblutbild, Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten,

Hamoglobin, Hamatokrit

Hamostaseologie | Thromboplastinzeit (Quick), partielle Thrombinzeit (PTT)

Urin Leukozyten, Urobilinogen, Bilirubin, Ketonkorper, Nitrit, Protein,
Glukose, Erythrozyten

Serologie HIV, HBV, HCV

Die Bestimmung der in Tabelle 2 aufgefuhrten Parameter erfolgten im Institut fur
Klinische Chemie und im Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Ernst-Moritz—
Arndt-Universitat Greifswald. Das Drogenscreening wurde im Institut far
Pharmakologie durchgefuhrt.
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3.2.3 Einschlusskriterien / Ausschlusskriterien

Ein Proband wurde nur dann zur Teilnahme an der klinischen Studie zugelassen,

wenn er die nachstehend aufgefuhrten Ein- und Ausschlusskriterien erfillte.

Zu den Einschlusskriterien gehorten:

Alter:18 - 45 Jahre,

Geschlecht: mannlich,

Rasse: kaukasisch ,

Kdrpergewicht: +/- 20% nach Broca,

Probanden, die durch die Befunde der klinischen Untersuchung, EKG und
Bestimmung von Laborparametern nach arztlichem Ermessen als gesund
beurteilt werden konnten,

das Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung.

Ausgeschlossen von der Studie wurden:

Probanden mit bekannter Allergie gegen die eingesetzten Wirk- und
Hilfsstoffe,

Probanden mit Herzinsuffizienz und/oder Lungenerkrankungen in der
Anamnese,

Probanden mit einer Bradykardie ( < 60 / min),

Probanden mit Erregungsbildungs- und Erregungsleitungsstérungen
(Sinusknotensyndrom, SA- oder AV- Block),

Probanden mit Blutdruckwerten systolisch > 140 /<100 und diastolisch
> 90 /<65 mmHg,

Probanden mit einer Bluterkrankung und/oder erhdhter Blutungsneigung
(z.B. haufiges Nasenbluten, Neigung zu Hamatomen),

Probanden mit peripheren arteriellen Durchblutungsstorungen,

Probanden mit Erkrankungen des Magen-Darm-Kanals in der Anamnese
(auRer Appendektomie),

Probanden mit einer akuten / chronischen Infektionskrankheit (z.B. Hepatitis,
AIDS),

Probanden mit Leber- und / oder Nierenerkrankungen,
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e Probanden mit Erkrankungen, die die Absorption, den Stoffwechsel oder die
Exkretion der Prufpraparate wahrend der Untersuchung beeinflussen,

e Probanden mit Neigung zu orthostatischer Dysregulation und/oder
Ohnmachtsanfallen,

e Probanden mit einem Alkoholkonsum von > 40 g/ Tag,

e Probanden, die > 10 Zigaretten / Tag (oder Aquivalent) rauchen,

e Probanden mit speziellen einseitigen Diatgewohnheiten, z.B. Vegetarier,
unterkalorische Ernahrung,

e Probanden, die in den letzten 14 Tagen akut erkrankt waren,

e Probanden, die systemisch oder 6rtlich wirkende Medikamente innerhalb von
2 Wochen vor Beginn der Prifung angewendet haben (oder 10 x Halbwertzeit
des betreffenden Medikamentes),

¢ Probanden, die in den letzten 8 Wochen Blut gespendet haben,

e Probanden, die wegen Teilnahme an einer anderen klinischen Studie gesperrt
sind, mindestens aber 4 Wochen nach deren Beendigung oder 10 x
Halbwertzeit des betreffenden Medikamentes,

e Probanden mit mangelndem Interesse an der Studie und mangelnder
Bereitschaft, mit dem Studienpersonal zu kooperieren,

e Probanden bei denen das Drogen-, HIV-, HBV- und HCV - Screening positiv

ist oder nicht durchgefuhrt wurde.

3.2.4 Abschlussuntersuchung

Die Abschlussuntersuchung fand 5 — 14 Tage nach dem individuellen Prufende statt
und entsprach in ihrem Unfang der Aufnahmeuntersuchung. Auf ein nochmaliges
Drogen-, HBV-, HCV- und HIV- Screening wurde verzichtet.

Sowohl die klinische Untersuchung, die Laborparameter als auch das abschlieRende
EKG ergaben bei keinem der Probanden Befunde, die in klinisch relevanter Weise

von der Einschlussuntersuchung abwichen.
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3.3 Ethische und gesetzliche Bedingungen

3.3.1 Rechtlich-ethische Aspekte

Die Planung und Durchfuhrung der vorgelegten Studie entsprachen den
Bestimmungen der §§ 40 und 41 der damals geltenden 10. Novelle des deutschen
Arzneimittelgesetzes. Die Empfehlungen der Deklaration von Helsinki (Somerset
West 1996) und die europaischen GCP — Richtlinien (ICH Topic E6, CPMP/ ICH/
135/95, 1997) wurden berucksichtigt.

Ein positives Votum der Ethikkommission der Arztekammer
Mecklenburg / Vorpommern an der Universitat Greifswald zur Durchflhrung der
Studie lag vor. Die Studie wurde dem Bundesinstitut flir Arzneimittel und
Medizinprodukte und der Landesbehdrde in  Mecklenburg-Vorpommern

(Arzneimitteliberwachungs- und Prufstelle Schwerin) gemeldet.

3.3.2 Probandenversicherung

Zum Schutz der Probanden vor Gesundheitsschaden, die im Zusammenhang mit der
klinischen Prufung auftreten kdonnen, wurde eine Versicherung bei der Allianz
Versicherungs-AG (Versicherungsnummer: IHA 90/445/8797139) abgeschlossen.

3.3.3 Datenschutz / Qualitatskontrolle / Archivierung

Zur Einhaltung der Datenschutzbestimmungen wurde jedem der Probanden ein
Studiencode (siehe Anhang) bestehend aus den Initialen des Namens und einer
studienspezifischen Probandennummer zugeordnet. Die gewonnen Daten wurden
mit Hilfe der elektronischen Datenverarbeitung gespeichert und ausgewertet.
Gesundheitsbehorden und der Schweigepflicht unterliegenden Mitarbeitern des
Instituts fUr Pharmakologie wurde die Moglichkeit eingerdumt, prifungsbezogene
Aufzeichnungen zum Zweck der Qualitatskontrolle der klinischen Prifung
einzusehen. Uber die Verwendung der erhobenen Daten zu Publikationszwecken
wurden die Probanden informiert und gaben in schriftlicher Form ihr Einverstandnis.
Wahrend der Prufperiode unterlag die Dokumentation aller Daten einer internen
Qualitatskontrolle. Alle studienbezogenen Unterlagen werden im Archiv des Institutes

fur Pharmakologie fur 15 Jahre verwahrt.

19



3.4  Studiendurchfihrung

3.4.1 Allgemeine Bedingungen und Ablaufe

Nach einer 12-stundigen Nuchternpause fanden sich die Probanden an den
pharmakokinetischen Untersuchungstagen um 7:00 Uhr auf der Probandenstation im
Institut fir Pharmakologie ein. Zunachst erfolgten ein Aufnahmegesprach, eine kurze
korperliche Untersuchung sowie das Legen einer Venenverweilkanule, die der
Blutentnahme zu den festgelegten Zeitpunkten diente. Danach begann die Bettruhe
(sitzend mit geneigtem Oberkdrper) mit kontinuierichem EKG-Monitoring Uber 5 h
sowie der regelmaliigen Messung von Blutdruck und Herzfrequenz. Die Gabe der
Prifmedikation erfolgte an allen Untersuchungstagen um 8.00 Uhr.

Entsprechend der Randomisierungsliste erhielten die Probanden mit der Behandlung
B (siehe 3.1) 60 min nach Einnahme der Kapsel ein fettreiches Fruhstick (siehe
3.4.2).

Die Standardmahlzeiten wurden nach Beendigung von Kreislaufiuberwachung und
Bettruhe jeweils um 13:00 Uhr (Mittagessen), um 16:00 (Kaffee) und um 19:00 Uhr
(Abendbrot) eingenommen. Der stationare Aufenthalt endete fur alle Probanden um
24 Uhr nach einer letzten Blutentnahme.

Jeweils 24 h und 36 h nach Medikamentenapplikation wurde nochmals unter
ambulanten Bedingungen eine Blutentnahme durchgefuhrt. Urin wurde in den
Zeitabschnitten 0-24 h, 24-48 h und 48-72 h gesammelt.

3.4.2 Standarddiat
Die Probanden erhielten folgende Standarddiat:
- Frihstuck (nur in B)): 2 Ruhreier, 2 Wurstchen, 2 Brotchen, Butter, Malzkaffee

- Mittag: Suppe, Huhnerfrikassee mit Reis und Mischgemduse,
Fruchtjoghurt

- Kaffee: Kuchen und Malzkaffee

- Abendessen: Brot, Margarine, Kase, Salami, Gemuse, Frichtetee

Zusatzlich durften maximal 1,5 | kohlensaurefreies Wasser 4 Stunden nach der

Arzneimittelgabe Uber den Tag verteilt zu sich genommen werden.
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3.4.3 Priufpréaparate

Die Herstellung der drei verschiedenen Applikationsformen erfolgte in der Abteilung
fur Biopharmazie und Pharmazeutische Technologie im Institut fur Pharmazie der
Universitat Greifswald. Dabei handelte es sich im einzelnen um konventionelle
Hartkapseln  (harte  Gelatinekapseln), = magensaftstabile = Kapseln  (harte
Gelatinekapseln mit einem Uberzug aus Eudragit L 100) und Suppositorien (weiche
Glycerol-Gelatine-Kapseln), die jeweils 100 mg Talinolol, 100 mg Paracetamol sowie
100.000 IE Retinylpalmitat enthielten. Nicht verwendete Prufpraparate wurden durch

die Universitatsapotheke entsorgt.

3.4.4 Pharmakokinetische Untersuchungen

An den Studientagen 1, 8, 15 und 22 erfolgte um 8:00 Uhr die Gabe der
Prifmedikation. Zuvor wurde ein Leerwert abgenommen. Die weiteren
Blutentnahmen fanden nun 0.25h, 0.5 h, 0.75h, 1h, 1.5h,2h, 25h, 3h, 4 h, 5h,
6h,8h, 11 h, 12h, 16 h, 24 h und 36 h p.a. statt. Es wurden jeweils 5.5 ml Blut in
einer Serum-Monovette (Fa. Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) abgenommen und
diese anschlieBend 10 min bei 3200 U/min in einer Kuhlzentrifuge (4 °C)
zentrifugiert. Danach wurde das gewonnene Serum in zwei Kryoréhrchen (Nalgene
Cryogenic Vials, Nalge Company, Rochester, USA) zu je 2 ml abpipettiert und bis zur

analytischen Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Zur Bestimmung der mit dem Urin ausgeschiedenen Talinololmenge wurde im
Zeitraum von 0 —24 h, 24 —48 h und 48 - 72 h p.a. der gesamte Urin gesammelt.
Pro Sammelintervall wurde die Gesamtmenge dokumentiert, der pH-Wert bestimmt
und ca. 7 ml asserviert und ebenfalls bei -20 °C bis zur analytischen Aufarbeitung

gelagert.
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3.5 Arzneistoffanalytik

Die Konzentrationsbestimmungen von Talinolol und seinen Metaboliten 3-trans-
Hydroxytalinolol, 4-trans-Hydroxytalinolol, 2-cis-Hydroxytalinolol, 3-cis-Hydroxytali-
nolol und 4-cis-Hydroxytalinolol in Urin sowie die Konzentrationsbestimmungen von
Talinolol, Paracetamol und Retinylpalmitat in Serum wurden mittels validierter
HPLC-Methoden (high performance liquid chromatography) mit Floureszenz- (Ta-
linolol) bzw. UV-Detektion (Paracetamol und Retinylpalmitat) durchgefuhrt.

Die Qualitatskontrolle der jeweils verwendeten analytischen Verfahren erfolgte ent-
sprechend den internationalen Anforderungs- und Akzeptanzkriterien, wie sie fir bio-
analytische Bestimmungsverfahren der internationalen GLP-Richtlinien sowie in den
GLP-Dokumenten des Institutes fur Pharmakologie (good laboratory practice) formu-
liert sind.

Alle erhobenen Primardaten fanden erst nach Freigabe durch die interne Qualitats-

kontrolle Verwendung.

3.5.1 Gerate und Chemikalien
Eine detaillierte Beschreibung und Spezifikation der verwendeten Gerate, Chemi-
kalien und Probenaufarbeitungsvorschriften findet sich in den jeweiligen Validie-
rungs- und analytischen Berichten sowie SOP’s (standard operating procedures) des
analytischen Labores.
Gultige Analysenzertifikate fur die Test- und Standardsubstanzen lagen vor.
Folgende Chemikalien fanden wahrend der analytischen Arbeiten Verwendung:
« Talinolol
e Retinylpalmitat
» Paracetamol
e Propranolol
(Interner Standard der Talinololbestimmung (IS): 43,84 ng/ml gelost in
ml)
e - Hydroxyethyltheophyllin
(interner Standard der Paracetamolbestimmung (IS): 50 mg geldst in 50
ml Methanol)

o Natriumbikarbonat
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e Acetonitril

o Essigsaureethylester

o Diethylether

e Tetrahydrofuran

e Triethylammoniumphosphatpuffer (0,025 mM; pH 3)
« Ammoniumacetatpuffer (1 %)

Die HPLC Messungen erfolgten mit nachfolgender Geratekonfiguration:

e Pumpe L 6200
e Probengeber AS 2000A,
mit Peltierkihlung

e Saulenthermostat Mitu jetstream

o UV-Detektor L 4250

o Dioden-Array-Detektor L 4500

o Fluoreszenzdetektor F 1050

o Interface, Software D 6500

Die speziellen analytischen Bedingungen bezuglich der jeweiligen Bestimmungsme-

thoden sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3:

Spezifische Charakteristika der analytischen Methoden

Talinolol & . .
Metabolite Paracetamol Retinylpalmitat
RP-18 select B, RP-18 e, RP-18,

LiChroCart 250 — 4,

Eco Cart 125 - 3,

LiChroCart 125 — 4,

Emission: 332 nm

Trennsaule | |ichrospher 60, LiChrospher 100, | LiChrospher 100,
KorngréfRe 5 um KorngréfRe 5 um KorngréfRe 5 um
Saulen- 30° 35° 350
Temperatur
A) Triethylammonium- A) Ammoniumacetat
phosphatpuffer A) 2’;’3838)6” HaPO4 puffer (1%-ig)
Mobile Phase (0,025 .m.M, pH 3) B) Methanol B) HF/AcN/Isopropanol
B) Acetonitril . . (viviv 98/1/1)
. . isokratisch . : .
isokratisch (v/v (vIv 77:23) isokratisch (v/v 17:83)
77:23) '
Fluss 1,0 ml/min 1,0 ml/min 1,5 ml/min
Fluoreszenz
Detektion Anregung: 252 nm UV, 245 nm DAD, 230 nm

3.5.2 Kalibratoren und Qualitatskontrollproben

Alle Kalibratoren und Qualitatskontrollproben wurden in humanem Leerserum bzw.

Leerurin hergestellt. Die Praparation der Kalibratoren erfolgte am jeweiligen Bear-

beitungstag, die Qualitatskontrollproben wurden vor Beginn der Analytik im Pool an-

gesetzt, anschlielend aliquotiert und bei - 18 °C tiefgefroren. Am jeweiligen Bear-

beitungs- bzw. Messtag wurde ein Satz Qualitatskontrollen aufgetaut und mit den

Kalibratoren sowie Patientenproben aufgearbeitet und vermessen.

Die fur die Kalibrationsreihen verwendeten Konzentrationen bzw. Qualitatskontroll-

proben sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Die statistische Auswertung der jeweiligen Qualitatskontrolimesswerte bzw. Kalibra-

toren wurden zur Beurteilung der Qualitat der Analytik hinsichtlich Linearitat, Prazi-

sion und Richtigkeit herangezogen.
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Tabelle 4: Dosierung der Kalibratoren (K) und Qualitatskontrollproben (Q) fur die

Bestimmungen in Serum und Urin

Kalibratoren (Serum)

Konzentration (ng/ml)

K-1 K-2 K3 K4 K5 K6 K7 K-8 K-9

Talinolol 5 10 25 50 100 250 500 750 1000
Retinylpalmitat | 52,9 99 198 396 825 1650 3300 6600
Paracetamol 100 200 500 750 1000 1500 2000

Qualitatskontrollen (Serum)

Konzentration (ng/ml)

Q-1 Q-2 Q-3
Talinolol 25 250 750
Retinylpalmitat 99 396 1650
Paracetamol 200 750 1500

Kalibratoren (Urin)

Konzentration (ng/ml)

K-1 K-2 K-3 K4 K-5 K-6 K-7
Talinolol 5 10 25 50 100 250 500
2-cis-OH-Talinolol 5 10 25 50 100 250 500
3-cis-OH-Talinolol 5 10 25 50 100 250 500
4-cis-OH-Talinolol 5 10 25 50 100 250 500
3-trans-OH-Talinolol 5 10 25 50 100 300 500
4-trans-OH-Talinolol 5 10 25 50 100 250 500
Qualitatskontrollen (Urin)
Konzentration (ng/ml)
Q-1 Q-2 Q-3
Talinolol 10 50 300
2-cis-OH-Talinolol 10 50 300
3-cis-OH-Talinolol 10 50 300
4-cis-OH-Talinolol 10 50 300
3-trans-OH-Talinolol 10 50 300
4-trans-OH-Talinolol 10 50 300
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3.5.3 Probenaufbereitung

Talinololbestimmung in Serum:

Nach dem Auftauen der entsprechenden Patienten- bzw. Qualitatskontrollproben bei
Raumtemperatur wurden 0,5 ml in ein 10 ml Schliffrohrchen pipettiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von 0,025 ml Interner Standardlésung (SL-IS, Propranolol 43,84
ng/ml) sowie 0,1 ml gesattigter Na,CO3; — Losung.

Nach kurzem Durchmischen wurde einmal mit 5 ml Diethylether extrahiert
(Horizontalschittler 10 min; Raumtemperatur). Nach Separation der organischen
Phase und anschlieRender Einengung zur Trockne im Luftstrom bei 40 °C erfolgte
die Resuspension in 120 pl mobiler Phase sowie anschlieRende Injektion eines 20 pl

Aliquotes in das chromatographische System.

Bestimmung von Talinolol und seinen Metaboliten im Urin:

Nach dem Auftauen der entsprechenden Patienten- bzw. Qualitatskontrollproben bei
Raumtemperatur wurden 0,5 ml in ein 10 ml Schliffrohrchen pipettiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von 0,025 ml Interner Standardlésung (AL-IS, Metoclopramid
250 ng/ml) sowie 0,05 ml gesattigter Na,CO3; — Losung.

Nach kurzem Durchmischen wurde einmal mit 4 ml Chloroform extrahiert (Horizontal-
schuttler 5 min; Raumtemperatur). Nach Separation der organischen Phase und an-
schlielender Einengung zur Trockne im Luftstrom bei 40 °C erfolgte die Resuspen-
sion in 120 pl mobiler Phase sowie anschlieRende Injektion eines 20 pl Aliquotes in

das chromatographische System.

Retinylpalmitatbestimmung in Serum:

Nach dem Auftauen der zu messenden Patientenproben bei Raumtemperatur wur-
den 0,2 ml in einem 1,5 ml Eppendorfgefal® pipettiert und mit 0,2 ml Essigsaureethyl-
ester Uberschichtet.

Nach kurzem intensiven Durchmischen und anschlielRender Phasentrennung wurde
die organische Phase separiert und 50 ul davon direkt in das chromatographische

System injiziert.
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Paracetamolbestimmung in Serum:

Nach Auftauen der entsprechenden Patienten- bzw. Qualitatskontrollproben bei
Raumtemperatur wurden 0,5 ml in ein 10 ml Schliffrohrchen pipettiert und mit 0,05 ml
IS-SL (Stammlosung interner Standard; R-Hydroxyethyltheophyllin) versetzt. An-
schlielend erfolgte eine Proteinfallung durch Zugabe von 1 ml Acetonitril. Nach 5
minutiger Zentrifugation (4000 U/min) und Separation des Fallungsriuckstandes
wurde zweimal mit Essigsaureethylester (10 min Horizontalschuttler; Raumtempe-
ratur) extrahiert und die Proben anschliefend zentrifugiert (5 Minuten bei 4000
U/min). Die vereinigten organischen Extrakte wurden anschlieRend im Luftstrom bei
70 °C eingeengt, in 120 yl mobiler Phase resuspendiert und ein Aliquot von 20 ul in

das chromatographische System injiziert.

3.5.4 Auswertung

Die verwendeten chromatographischen Bestimmungsmethoden waren jeweils spezi-
fisch flr Retinylpalmitat sowie Talinolol und Paracetamol und den daflir verwendeten
internen Standard. Die Berechnung der Konzentrationen der pharmakokinetischen
Untersuchung erfolgte mittels gewichteter linearer Regression (Wichtungsfaktor 1/x;
x = Konzentration) aus den erhaltenen Chromatogrammen (Rohdaten) der Kali-
brationsreihen Uber die jeweiligen Peak-Hohenverhaltnisse (phr; Analyt / interner
Standard).

Als Qualitatskriterien der Analytik wurden Prazision und Richtigkeit sowohl within- als
auch between-day Uber die entsprechenden Kalibrationswerte sowie Qualitats-
kontrollen bestimmt. Entsprechend international geltender Richtlinien sollten Abwei-
chungen von 15 % nicht Uberschritten werden. Detaillierte Angaben zur Prazision
und Richtigkeit sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.
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3.5.5 Qualitat der Analytik

Tabelle 5:  Angaben zur Prazision und Richtigkeit der Arzneimittelassays

Serum Prazision (%) Richtigkeit (%)
Talinolol

within-day 0,7 - 4,7 -7,3 — 4,2

between-day 24 - 46 54 - 7,0
Paracetamol

within-day 0,7 - 1,3 -09 - 13

between-day 25 - 32 -09 — 4,0
Retinylpalmitat

within-day 1,3 — 9,2 1,7 - 1,7

between-day 12,1 - 17,8 7,0 — 2,2

Urin Prazision (%) Richtigkeit (%)
Talinolol

between-day 30-79 39 - 6,3
2-cis-OH-Talinolol

between-day 0,3 - 9,8 -6,0 — 6,9
3-cis-OH-Talinolol

between-day 0,0 — 8,7 -11,1 - 5,2
4-cis-OH-Talinolol

between-day 0,3 - 10,3 -134 - 7,3
3-trans-OH-Talinolol

between-day 0,7 — 8,6 -12,8 — 6,0
4-trans-OH-Talinolol

between-day 0,8 — 8,0 -10,8 — 10,1
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3.6 Biometrische Methoden

3.6.1 Pharmakokinetische Auswertung

Folgende pharmakokinetische Parameter von Talinolol wurden bestimmit:
e die Flache unter der Konzentrations-Zeitkurve (AUCy.-),
e die maximale Serumkonzentration (Cmax),
e die Zeitpunkte der maximalen Serumkonzentrationen (tmax1, tmax2),
e die terminale Eliminationshalbwertzeit (t1,),
e die renale Clearance von Talinolol (CLR),
e die metabolische Clearance von Talinolol (CLy),

e die kumulative Urinausscheidung von Talinolol und seiner Metaboliten (Ac)

Berechnungsmethoden

Die maximale Serumkonzentration und die Zeitpunkte der maximalen
Serumkonzentation (bei konventioneller Hartkapsel tmaxt und tnaxe wegen des
Doppelpeakphanomens) wurden direkt aus den Serum-Konzentrations-Zeitkurven
entnommen. Die Flache unter der Kurve wurde mit Hilfe der Trapezregel bis zum
letzten Messpunkt mit einer Konzentration oberhalb der quantitativen
Nachweisgrenze berechnet und mittels Standardtechniken bis unendlich extrapoliert.
(Sauter et al., 1992)

Die Gesamt AUC,.,, wurde nach folgender Formel berechnet:

- it
Cpast =C, € ™

C
AUC, ., =AUCy, + )'f‘st
z

AUC .1t = Flache unter der Kurve von 0 bis tast

Clast =flr den Zeitpunkt tj,s; errechnete Serumkonzentration

tiast =Zeitpunkt des letzten Messwertes oberhalb der
quantitativen Nachweisgrenze

Az =terminale Eliminationskonstante

C, =fiktive Konzentration zum Zeitpunkt 0
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Az und C, wurden durch log-lineare Approximation ermittelt.

Als tag wird diejenige Zeit bezeichnet, die nach Gabe einer magensaftresistenten
Zubereitungsform bis zum Auftreten der ersten messbaren Serumkonzentration
verstreicht. Sie wird daher direkt aus der Serum-Konzentrations-Zeitkurve

entnommen.

Die biologische Halbwertzeit t1» ergibt sich aus folgender Formel:

L _In@
1/2 iz :

Die renale (CLgr) und metabolische Clearance (CLy) von Talinolol wurden anhand der

jeweils im Urin ausgeschiedenen Substanzmenge berechnet:

Ae(TaIinoI)

CL, =
AUC, .

Ae . i
_ (Metabolite von Talinolol )
CL,,

- AUC ,_,.

3.6.2 Statistische Methoden

Die erhobenen Daten wurden mit den Programmen Microsoft® Excel und SPSS
statistisch ausgewertet. Die Beschreibung der Stichproben erfolgte durch
Berechnungen der arithmetischen Mittelwerte und der Standardabweichungen sowie
der geometrischen Mittelwerte. Statistische Vergleiche erfolgten mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangsummen-Test fur verbundene Stichproben. Ein Signifikanzniveau

von p < 0.05 wurde einheitlich festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Compliance und Vertraglichkeit der Medikamente

Alle Untersuchungen wurden an jedem Probanden entsprechend den Vorgaben des
Prufplanes durchgefuhrt. Die Einnahme der Priufmedikation erfolgte unter Aufsicht
eines Prufarztes.

Die Prufpraparate wurden von allen Probanden gut vertragen. Im Verlauf der Studie
traten bei drei Probanden Kopfschmerzen auf, Mudigkeit wurde von einem
Probanden beschrieben. In diesen Fallen kann ein moglicher Zusammenhang zur
Einnahme der Priufmedikation nicht ausgeschlossen werden. Ein weiterer
Studienteilnehmer hatte Durchfall, der in keinem kausalen Zusammenhang mit der

verabreichten Prifmedikation zu sehen war.

4.2  Vergleich der Pharmakokinetik von Talinolol nach Gabe als konven-
tionelle Hartkapsel, magensaftresistente Kapsel und Suppositorium
Talinolol wurde aus dem Magen-Darm-Trakt sehr unregelmaflig aufgenommen,
unabhangig von der Art der verabreichten Arzneiform. Der Verlauf der Serumkon-
zentrations-Zeit-Kurven der einzelnen Probanden wies starke interindividuelle

Schwankungen auf (Anhang Abb. A1).

Nach Gabe der konventionellen Hartkapsel trat bei fast allen Probanden das
bekannte Doppel-Peak-Phanomen auf mit einem ersten Konzentrationsmaximum
nach etwa 1 h und einem zweiten Peak nach 3-6 h, welches nach Gabe als
magensaftresistente Kapsel nicht zu beobachten war. Nach rektaler Gabe von
Talinolol war vereinzelt ein Doppel-Peak-Effekt erkennbar (siehe Abb. 3).

Die Einnahme einer magensaftstabilen Kapsel fuhrte bei drei Probanden zur
Ausbildung flacher Plateaus, wahrend bei den anderen finf deutliche Peaks
entstanden, deren Hohe in zwei Fallen sogar den Cqax-Wert nach Einnahme der
Hartkapsel uberstiegen.

Die Absorption von Talinolol nach Gabe eines Suppositoriums war extrem unregel-
mafig. Es traten Doppel-Peaks, flache Plateaus und auch regulare Peaks auf, die

ihren Maximalwert zum Teil aber erst nach einem sehr langsamen Anstieg Uber
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sechs Stunden hinweg erreichten, wahrend der Cqa.x-Wert bei anderen Probanden

deutlich friher auftrat.
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Abb. 3: Serumkonzentrations-Zeit-Kurven von 8 Probanden (geometrische

Mittel) nach Gabe von 100 mg Talinolol als konventionelle Hartkapsel

(schwarz), magensaftresistente Kapsel (grin) und Suppositorium (rot)

Die wesentlichen pharmakokinetischen Parameter von Talinolol finden sich in
Tabelle 6. Die Einnahme von Talinolol war verbunden mit einem signifikanten Abfall
der relativen Bioverfugbarkeit (AUCy..) von 2635 ngxh/ml nach Gabe als Hartkapsel
auf 1330 ngxh/ml nach Gabe einer magensaftresistenten Kapsel sowie auf 540
ngxh/ml nach rektaler Applikation. Die maximale Serumkonzentration (Cnax) fiel nach
rektaler Gabe um 80% signifikant ab. Nach Einnahme als magensaftresistente
Kapsel war ein Abfall der maximalen Serumkonzentration um 50% zu verzeichnen,
der allerdings nicht signifikant war.

Bei der Betrachtung der Einzelwerte (Anhang Tabelle A15 und A16) fiel bei Proband

13 ein erhebliches Absorptionsdefizit nach Einnahme der Hartkapsel auf. Er erreichte
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hier nur eine AUC von 877 ngxh/ml, wahrend bei den anderen Probanden Werte
zwischen 2200 ngxh/ml und 3500 ngxh/ml auftraten.

Im Vergleich zur konventionellen Hartkapsel war das erste bzw. einzige
Konzentrationsmaximum nach Gabe der anderen Applikationsformen zeitlich von
0.84 + 0.23 h auf 2.88 £ 2.59 h nach rektaler Zufuhr und auf 4.88 + 1.55 h nach
oraler Aufnahme als magensaftresistente Kapsel signifikant nach hinten verlagert.
Zudem fiel eine Abnahme der renalen Clearance von Talinolol nach Einnahme als
magensaftresistente Kapsel sowie eine Zunahme der metabolischen Clearance nach

Gabe als Suppositorium in signifikantem Umfang auf.

Tabelle 6: Pharmakokinetische Daten nach Gabe von 100 mg Talinolol als
konventionelle Hartkapsel, magensaftresistente Kapsel und Supposi-
torium (n = 8, Angabe von Mittelwert £ SD, * p < 0.05 zur Hartkapsel)

Hartkapsel Magenf(agrt)rse;istente Suppositorium
AUCp»  [ngxh/ml] 2635 + 832 1330 + 590* 540 £ 263*
Cmax [ng/ml] 223 +75.8 121 +94.0 35.8 £ 24.3*
Cmax /AUC [h™] 0.087 £ 0.016 0.081+ 0.038 0.066 + 0.027
tmax1 [h] 0.84 +0.23 4.88 + 1.55* 2.88 £ 2.59*
tmax2 (h] 3.75+1.16 - -
tiag [h] - 3.31+0.92 -
ty [h] 12.3+1.39 17.5 + 3.18* 14.8 +5.15
CLgr [ml/min] 179 £ 26.3 130 + 45* 201 £ 121
CLw [ml/min] 2.94 + 1.66 3.54+1.98 10.8 + 14.9*
Ae [mg] 28.2+9.0 10.0 + 4.6* 6.89 £6.11*
Aec Talinolol  [Mg] 27.7+8.9 9.8 £4.5" 6.7 £6.2%
Ac Metabolite [Mg] 0.43+0.23 0.26 £ 0.13* 0.22 £ 0.14*
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4.3 Pharmakokinetik von Talinolol im Vergleich zu Paracetamol nach Gabe
als konventionelle Hartkapsel, magensaftresistente Kapsel und als
Suppositorium

Die Aufnahme von Paracetamol zeichnete sich durch ein hohes MalR an Regel-

malfigkeit aus. Bei jedem Probanden zeigte der Verlauf der Serumkonzentrations-

Zeit-Kurve nach Gabe aller drei Arzneiformen einen regularen Peak. Damit war

Paracetamol ein zuverlassiger Indikator fur die Freisetzung des Wirkstoffes (siehe

Abb. 4; Einzelkurven im Anhang Abb. A2).
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Abb. 4: Serumkonzentrations-Zeit-Kurven von 8 Probanden (geometrische

Mittel) nach Gabe von 100 mg Paracetamol als konventionelle
Hartkapsel (schwarz), magensaftresistente Kapsel (grun) und

Suppositorium (rot)

Paracetamol wurde nach Gabe von allen drei Arzneiformen in gleichem Umfang
aufgenommen. Die AUC blieb nahezu unverandert (siehe Tabelle 7). Es anderten

sich jedoch die HOhe des erreichten Spitzenspiegels (signifikanter Abfall von Cpax bei



magensaftstabiler Kapsel und beim Suppositorium) und damit die Geschwindigkeit
der Absorption (signifikanter Abfall von C.x/AUC bei magensaftstabiler Kapsel und
beim Suppositorium).

Im direkten Vergleich der Serumkonzentrations-Zeit-Kurven von Talinolol und
Paracetamol nach Gabe der drei Arzneiformen (siehe Abbildung 5) imponierte das
nahezu zeitgleiche Auftreten der maximalen Serumkonzentration beider Arzneimittel
nach Gabe als konventionelle Hartkapsel (bei Talinolol hier tmax1) und als
magensaftstabile Kapsel, wahrend nach Gabe eines Suppositoriums die Resorption
von Talinolol verglichen mit Paracetamol deutlich verzdgert war (tnax= 2,88 h

gegenuber 1,75 h bei Paracetamol).

Tabelle 7:  Pharmakokinetische Daten nach Gabe von 100 mg Paracetamol als
konventionelle Hartkapsel, magensaftresistente Kapsel und Supposito-

rium (n = 8, Angabe von Mittelwert £ SD, * p < 0.05 zur Hartkapsel)

Kapsel Magenusth)rse;istente Suppositorium
AUCo. [ngxh/ml] 3958 + 764 3721 + 803 3748 + 757
Cmax  [ng/ml] 1387 + 98.4 774 + 290* 498 + 79.7*
Cmax /AUC [h™] 0.36 £ 0.07 0.21 + 0.06* 0.13+0.01*
tmax  [h] 0.59+0.13 4.13 +0.64* 1.75  0.80*
tg  [h] - 3.00 + 0.71 -
ty [h] 2.59+0.28 2.80 +0.64 3.73+0.62*
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Abb. 5: Vergleich der Serumkonzentrations-Zeit-Kurven von 8 Probanden

(geometrisches Mittel) nach Gabe von 100 mg Talinolol (schwarz) und

(grun)
magensaftresistente Kapsel (Mitte) und Suppositorium (unten)

Paracetamol als konventionelle  Hartkapsel (oben),
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5 Diskussion

5.1 Methodenkritik

5.1.1 Art der Studiendurchfihrung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Beeinflussung der Absorption eines
Arzneimittels durch den Ort der Wirkstofffreisetzung auf der Grundlage einer
unterschiedlichen Expression von Transportproteinen in verschiedenen Abschnitten
des Magen-Darm-Traktes zu charakterisieren. Zu diesem Zweck erhielten acht
gesunde, mannliche Probanden im Rahmen einer randomisierten, kontrollierten
Studie eine Hartkapsel, eine magensaftstabile Kapsel und ein Suppositorium, die
jeweils 100 mg Talinolol und 100 mg Paracetamol enthielten. Durch Messung des
Serumkonzentrations-Zeit-Verlaufes und anschlieBender Bestimmung der AUC
sollten Aussagen zur regioselektiven Absorption des P-gp-Substrates Talinolol
gewonnen und diese mit den entsprechenden Daten der Referenzsubstanz
Paracetamol verglichen werden, von der eine gute und rasche Absorption in allen
Abschnitten des Magen-Darm-Traktes bekannt ist.

Der gewahlte Ansatz erlaubt daher nur die Bestimmung einer relativen
Bioverfugbarkeit der einzelnen Arzneiformen. Die absolute Bioverfligbarkeit konnte
nicht bestimmt werden, da eine zusatzliche intravendse Gabe von Talinolol nicht
vorgesehen war. Die im Folgenden getroffenen Aussagen zur Absorption von
Talinolol aus unterschiedlichen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes sind daher
ausschlieB3lich AUC-basiert.

Aufgrund der fehlenden i.v.-Gabe liel3 sich auch die systemische Clearance nicht
berechnen. Dies hatte Angaben Uber den unterschiedlichen Anteil der einzelnen
Eliminationsprozesse (renal, nicht-renal) ermdglicht und eine Abschatzung der
Menge erlaubt, welche prasystemisch eliminiert wird. Dazu zahlt neben der
Metabolisierung von Talinolol in den Dunndarmzotten, die vom Umfang her eher
gering einzuschatzen ist, vor allem der Anteil der Muttersubstanz, die durch
Effluxtransporter wie P-gp wieder ins Darmlumen zurickgeworfen und via Fazes
ausgeschieden wird. Da insbesondere die Beeinflussung der Absorption durch

regional unterschiedlich stark exprimierte Transportproteine Gegenstand dieser
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Arbeit war, ware eine Quantifizierung der mit dem Stuhl ausgeschiedenen
Talinololmenge sehr aussagekraftig gewesen.

In einer kurzlich publizierten Studie unserer Abteilung (Bernsdorf et al., 2006) konnte
gezeigt werden, dass Talinolol etwa zu gleichen Teilen mit dem Urin und dem Stuhl
ausgeschieden wird. Zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Studie jedoch war die
Messung von Talinolol im Stuhl noch nicht etabliert.

Mit den genannten Limitationen tragt diese Studie daher nur deskriptiven Charakter.
Eine vollstandige Bilanzierung der eingesetzten Substanzen war nicht angestrebt

und konnte mit dieser Art der Studiendurchfihrung auch nicht realisiert werden.

5.1.2 Eignung von Talinolol

Talinolol gilt neben Digoxin als gut charakterisiertes Modellarzneimittel zur
Untersuchung P-gp-vermittelter Transportvorgange. Es zeichnet sich durch eine
geringe Proteinbindung, eine geringe Biotransformation, eine relativ kurze
Halbwertszeit, das Vorhandensein einfacher analytischer Bestimmungsmethoden
sowie eine gute Vertraglichkeit beim Einsatz an gesunden Probanden aus.
(Zschiesche et al., 2002)

An Caco-2-Monolayern, in Tierversuchen mit Rattendarmschlingen, mdrla/b
knockout-Mausen und in klinischen Studien am Menschen konnte gezeigt werden,
dass die mangelnde Bioverfugbarkeit von Talinolol durch aktive Transportprozesse
im Darm verursacht wird, die durch bekannte Inhibitoren und Induktoren von P-gp
beeinflussbar sind. (Westphal et al., 2000; Spahn-Langguth et al., 1998; Wetterich et
al., 1996; Hanafy et al., 2001; Troutman and Thakker, 2003)

In einer Studie an 12 gesunden Probanden wurde nach oraler Gabe von 25, 50, 100
und 400 mg Talinolol gezeigt, dass die Bioverfligbarkeit von Talinolol in der
Dosierung von 25 und 50 mg durch einen kapazitatslimitierenden Prozess begrenzt
wird, da die AUC bei Dosiserh6hung Uberproportional anstieg, wahrend die terminale
Halbwertszeit unverandert blieb (Wetterich et al., 1996). Als Ursache der
verminderten Absorption sahen die Autoren einen aktiven intestinalen durch P-gp

vermittelten Prozess, der in subtherapeutischer Dosierung sattigungsfahig war.
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Mit Hilfe der Triple-Lumen-Perfusionstechnik konnte direkt am Menschen
demonstriert werden, dass Talinolol aktiv gegen einen hohen Konzentrations-

gradienten zuruck in das Darmlumen gepumpt wird. (Gramatte et al., 1996)

Effluxtransporter wie P-gp werden an verschiedenen Organschranken exprimiert,
z.B. an der intestinalen Absortionsbarriere, der Blut-Hirn-Schranke, der
Plazentaschranke, der Blut-Hoden-Schranke und der Cornea-Schranke. Hier
schitzen sie den Organismus bzw. bestimmte Organsysteme vor der Aufnahme von
Xenobiotika. Deren Ausscheidung wiederum wird durch Auswartstransporter in
Nierentubuli und in Gallekanalchen beschleunigt. (Kim, 2002; Siegmund et al., 2003;
Chan et al., 2004; Bart et al., 2004; Karla et al., 2007).

Ausgehend von dieser Schutz- und Eliminationsfunktion weist P-gp ein relativ breites
Substratspektrum auf, das auch Uberlappungen mit dem Spektrum anderer
Auswartstransporter aufweist. So sind z.B. HIV-Protease-Inhibitoren (Ritonavir,
Saquinavir), Grepafloxacin, Octreotid oder Cyclosporin A gemeinsame Substrate von
P-gp und MRP2 (Lee et al., 1998; Gutmann et al., 2000; Lowes und Simmons, 2002;
Huisman et al., 2002, Fricker and Miller, 2002; Akashi et al., 2006).

Es kann daher vermutet werden, dass die Beeinflussung der Absorption von Talinolol
durch Transportproteine nicht ausschlieBlich ein Effekt von P-gp ist. So wurde zum
Beispiel in einem Tierversuch mit mdrla/b-knock-out- und Wildtyp-Mausen entgegen
der Erwartung eine Abnahme der Talinolol-Serumkonzentration auch bei den
Wildtyp-Mausen nach Zusatz des P-gp-Inhibitors Verapamil nachgewiesen. (Schwarz
et al., 2001) Eine andere Studie zeigte, dass sich Talinolol wesentlich besser in viele
Organe von MRP2-defizienten Ratten (GY/TR™) im Vergleich zum Wildtyp verteilt.
(Bernsdorf et al., 2003)

Inwieweit weitere Effluxtransporter, wie die im Darm exprimierten MRP 1-3 und
BCRP in die Kinetik von Talinolol eingreifen, lasst sich gegenwartig genauso wenig
einschatzen wie der Einfluss von Aufnahmetransportern aus der Familie der solute
carrier (SLC) wie OATPs (Organic anion transporting polypeptide) und OCTs
(Organic cation transporters), die nachweislich ebenfalls an der Regulation der
Absorption von Xenobiotika beteiligt sind. (Chan et al., 2004; Stephens et al., 2001;
Chandra und Brouwer, 2004; Koepsel, 2004; Taipalensuu et al., 2001)
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Eine kdirzlich verodffentlichte Arbeit beschreibt eine deutlich geringere
Bioverfugbarkeit von Talinolol bei Einnahme mit Grapefruit-Saft ohne Veranderung
der intestinalen P-gp-Expression. (Schwarz et al., 2005) Dies deutet darauf hin, dass
die Effekte von Aufnahmetransportern den P-gp und MRP-2 vermittelten

Sekretionsprozel in der Kinetik von Talinolol Uberlagern kénnen.

5.1.3 Eignung von Paracetamol

Paracetamol wird in allen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes vollstandig
absorbiert. Eine prasystemische Elimination durch intestinale Metabolisierung ist
ebenso wenig bekannt wie eine Beeinflussung der Aufnahme von Paracetamol durch
Transportproteine. Es stellt daher eine geeignete Referenzsubstanz fur den Zeitpunkt
der Wirkstofffreisetzung nach Gabe in unterschiedlichen Arzneiformen dar. ( Naslund
et al.,, 2000; Gramatte et al., 1994) Die Vertraglichkeit bei gesunden Probanden ist

sehr gut.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Konventionelle Hartkapsel

Die in dieser Arbeit gewonnenen pharmakokinetischen Basisdaten von Talinolol nach
Gabe einer Hartkapsel stimmten im Wesentlichen mit den Ergebnissen anderer
Studien Uberein, in denen 100 mg Talinolol oral verabreicht wurden. (Siegmund et
al., 2002; Giemann et al., 2004; Bernsdorf et al., 2006). Dabei lag die AUC am
unteren Ende der Vergleichswerte (etwa 30 % unter den Ergebnissen der Arbeit von
Bernsdorf et al.), wahrend die renale Clearance im Vergleich zu allen drei Studien
um etwa 20% erhoht war. Die deutlich hdhere metabolische Clearance bei Bernsdorf
et al. (9,57 ml/min vs. 2.94 ml/min in dieser Studie) war darauf zurlckzufihren, dass
in jener Studie erstmals auch die fakal ausgeschiedenen Metabolite berlcksichtigt
wurden.

Nach Gabe als konventionelle Hartkapsel zeigte Talinolol ein typisches Doppel-Peak-
Phanomen. (Terhaag et al., 1989; Westphal et al., 2000) Der erste Talinolol-Peak
erschien bereits 15 min nach dem Konzentrationsmaximum von Paracetamol. Dies
weist darauf hin, dass der erste Teil der absorbierten Talinoloimenge unmittelbar

nach der Magenentleerung nahezu zeitgleich mit dem Paracetamol im Duodenum
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bzw. im proximalen Jejunum in die systemische Zirkulation gelangte. Im oberen
Duanndarm scheint somit, wie schon von anderen Autoren vermutet, ein ,,Absorptions-
fenster” fur Pgp-Substrate wie Talinolol zu existieren. (Mouly und Paine, 2003;
Stephens et al., 2002; Ho et al., 2003) Durch Selbiges wurden 50% mehr Talinolol
nach Einnahme einer Hartkapsel verglichen mit der Zufuhr als magensaftresistente
Kapsel absorbiert.

Das zweite Konzentrationsmaximum trat 3 - 6 h nach Verabreichung der Hartkapsel
auf. Die Entstehung dieses zweiten Peaks ist noch nicht im Detail geklart. Zwar
unterliegt Talinolol einer enterohepatischen Rezirkulation, die typischerweise einen
zwei- oder mehrgipfligen Verlauf der Serumkonzentrations-Zeit-Kurve verursachen
kann, doch werden nur etwa 10% einer intravenos verabreichten Dosis Uber die
Galle ausgeschieden (Terhaag 1989). Dieser Betrag ist zu gering, um als Erklarung
fur den erheblichen zweiten Peak dienen zu kénnen. Zudem musste sich in diesem
Fall auch nach Gabe der magensaftstabilen Kapsel ein Doppel-Peak zeigen, was wir
in unserer Arbeit nicht beobachten konnten (siehe Anhang Abb. A1).

Ebenso unwahrscheinlich ist die spatere Absorption von Talinolol in tieferen
Dunndarmabschnitten, da P-gp mit zunehmender Tiefe des Dinndarmes starker
exprimiert wird, was zu einer abnehmenden Absorption von Talinolol fihren musste
(Gramatte et al., 1996; Mouly und Paine, 2003, Thorn et al., 2005; Zimmermann et
al., 2005; Englund et al., 2006).

Die Annahme, dass Talinolol durch ein weiteres ,Absorptionsfenster” im proximalen
Colon reabsorbiert wird und somit den beobachteten Doppelpeak verursacht, konnte
durch Untersuchungen in unserem Institut mit Aktivkohle nach oraler und
intravendser Applikation von Talinolol ausgeschlossen werden. Der Zusatz von
Aktivkohle 1, 2 und 3 h nach Talinololgabe sorgte fur eine Bindung des im Darm
befindlichen Talinolols und verhinderte auf diese Weise eine weitere Absorption
desselben. Dies fuhrte jedoch weder zu einer Abnahme der Bioverfugbarkeit noch zu
einer Veranderung der Serumkonzentrations-Zeit-Kurve (unveroffentlichte Daten).
Am ehesten lasst sich das ungewodhnliche Absorptionsverhalten durch eine
prasystemische Zwischenspeicherung von Talinolol erklaren, aus welcher der
Wirkstoff zu einem spateren Zeitpunkt freigesetzt wird. So kdnnte der Enterozyt als

Zwischenspeicher fur Talinolol fungieren. Allerdings bleibt unklar, auf welchen
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Stimulus hin die Ausschittung von Talinolol erfolgt. Roberts et al. beschreiben eine
Freisetzung von Nahrungsfetten aus dem Enterozyten nach Gabe von Glukose
(Roberts et al., 2003). Die Probanden, die an dieser Studie teilnahmen, erhielten ihre
erste Mahlzeit jedoch erst funf Stunden nach Gabe der Prufmedikation. Dies ist in
fast allen Fallen nach dem Beginn, ja sogar meist nach dem Maximum des zweiten
Peaks (siehe Anhang Tabelle A16).

5.2.2 Magensaftresistente Kapsel
Arzneimittel in magensaftresistenten Zubereitungsformen werden hauptsachlich im
distalen Jejunum oder lleum freigesetzt. (Wilding et al., 1992) Dies entspricht der von
uns bestimmten t,y (Zeit, die nach Gabe einer magensaftstabilen Arzneiform bis
zum Auftreten der ersten messbaren Serumkonzentration verstreicht). Der erste
Serumspiegel von Paracetamol wurde nach 3.0 h, der von Talinolol nach 3.31 h
gemessen.
Obwonhl beide Substanzen nach Auflésung der magensaftresistenten Kapsel nahezu
zeitgleich aufgenommen wurden, erreichte Talinolol im Vergleich zur Gabe als
Hartkapsel nur eine relative Bioverfugbarkeit von 50%, wahrend Paracetamol in
nahezu unverandertem Umfang absorbiert wurde. Unter der Vorraussetzung, dass
beide Substanzen gemeinsam in einer Arzneiform appliziert wurden, kommen als
mogliche Ursachen flir die beobachtete schlechtere Absorption von Talinolol nach
Gabe als magensaftstabile Kapsel im Vergleich zur Hartkapsel in Frage:

» schlechtere Auflésung des Wirkstoffes

= eine verstarkte (prasystemische) Metabolisierung durch intestinale Enzyme

= eine Zunahme der aktiven Sekretion durch Transportproteine

Voraussetzung flr die Resorption ist die Auflésung eines Arzneistoffes. Diese hangt
zum einen vom Vorliegen eines geeigneten Losungsmittels in ausreichender Menge
und zum anderen von der Ldslichkeit des Arzneistoffes ab, d.h. von seiner Fahigkeit,
sich in einem LoOsungsmittel homogen zu verteilen. In dieser Eigenschaft unter-
scheiden sich Talinolol und Paracetamol erheblich voneinander, denn die errechnete
Ldslichkeit von Talinolol [0.62 g/l; pH = 8] in Wasser ist deutlich schlechter als die
von Paracetamol [10,0 g/I; pH = 8] (Scifinder Scholar 2006).
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Verabreicht man Talinolol als konventionelle Hartkapsel, so l0st sich diese im
Magensaft auf und der Arzneistoff kann in Losung gehen. Lésungsmedium liegt in
ausreichender Menge vor. Die magensaftstabile Kapsel hingegen passiert den
Magen unversehrt und I0st sich erst im distalen Jejunum oder lleum auf. Wahrend
sich die Flussigkeit im Magen im Antrumbereich sammelt, verteilt sie sich im Verlaufe
des Dunndarms jedoch sehr unregelmaRig.

So konnten Schiller et al. zeigen, dass sich im Dunndarm von gesunden Probanden
unter Nuchternbedingungen etwa 50-130 ml Wasser befinden, die sich auf 3-5
Nester verteilen. Von den verabreichten Testkapseln waren im Bereich des
Dunndarms ca. 50% vollstandig von Flussigkeit umgeben, etwa 25% hatten jedoch
keinerlei Flussigkeitskontakt (Schiller et al., 2005). Je weniger Wasser aber am Ort
der Kapselauflosung vorhanden ist, desto schlechter sind insbesondere die
Bedingungen flr die Aufldsung von Talinolol.

Die im Vergleich zu Paracetamol deutlich geringere Ldslichkeit von Talinolol kdonnte
im Zusammenhang mit der diskontinuierlichen Verteilung von Wasser im Dunndarm
eine mogliche Erklarung dafur sein, dass Talinolol nach Gabe einer magensaft-
stabilen Zubereitungsform eine signifikant erniedrigte Bioverfigbarkeit aufwies, die
zudem erheblichen interindividuellen Schwankungen unterlag. So zeigten die
Einzelkurven (Anhang Abb. A1) bei drei Probanden flache Plateaus, wahrend bei den
anderen funf nach der Auflésung der Kapsel deutliche Peaks auftraten, die bei zwei
Probanden (4 und 5) sogar zu héheren Cpax-Werten flhrten als nach Gabe der
Hartkapsel (Anhang Tabelle A16 und A18).

Doch selbst in diesen beiden Fallen lagen die AUC-Werte mit 2215 ngxh/ml und
2230 ngxh/ml (Anhang Tabelle A18) deutlich unter dem Durchschnittswert, der nach
Gabe der Hartkapsel bei acht Probanden berechnet wurde (2635 ngxh/ml). Es muss
also noch weitere Faktoren geben, welche die erniedrigte Bioverfligbarkeit von
Talinolol nach Gabe einer magensaftstabilen Kapsel im Vergleich zur Hartkapsel

erklaren.

Eine verstarkte Metabolisierung durch intestinale Enzyme im unteren Dunndarm

kann fur Talinolol ausgeschlossen werden. Talinolol wird zwar prinzipiell durch
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CYP3A4 metabolisiert, doch erfolgt dies nur in sehr geringem Umfang (Oertel und
Richter, 1995; Trausch et al., 1995).

In einer 2006 publizierten Studie betrug die Gesamtmenge der Talinololmetabolite (2-
cis-, 3-cis-, 3-trans-, 4-cis und 4-trans-Hydroxytalinolol), die nach oraler Gabe von
100 mg Talinolol in den Urin und in den Stuhl ausgeschieden wurden, etwa 2 mg
(Bernsdorf et al., 2006). Von einer erheblichen Steigerung dieser per se niedrigen
Metabolisierung von Talinolol bei Freisetzung in tieferen Darmabschnitten ist nicht
auszugehen, da die Expression von CYP 3A4 im proximalen Dinndarm am hochsten
ist und dann nach distal abnimmt (Paine et al., 1997; Zhang et al., 1999; Nakamura
et al., 2002; Thorn et al., 2005; Berggren et al., 2007).

Eine verstarkte intestinale Sekretion durch Effluxtransporter wie z.B. P-gp ist hinge-
gen eine sehr wahrscheinliche Ursache fur die schlechtere Absorption von Talinolol
nach Gabe als magensaftstabile Kapsel. Denn im Unterschied zu CYP3A4 ist die P-
gp-Expression in proximalen Dunndarmabschnitten am geringsten und nimmt im
Jejunum und lleum zu, was in mehreren Studien bestatigt werden konnte:
» Zunahme der P-gp-Expression im menschlichen Dunndarm (Duodenum /
proximales Jejunum < mittleres / distales Jejunum < lleum) nachgewiesen mit
Hilfe monoklonaler Antikorper im Western-Blotting-Verfahren (Mouly und
Paine, 2003)
» hdchste Expression der ABCB1mRNA bei gesunden Probanden im lleum; im
Colon noch signifikant héher als im Duodenum (Zimmermann et al., 2005)
= Zunahme der P-gp Expression im menschlichen Gastrointestinaltrakt:
Magen < Duodenum < rechtes Colon < linkes Colon (Thorn et al., 2005)
» hdchste Expression der ABCB1mRNA im menschlichen lleum; signifikant
geringere Expression in Duodenum und Colon (Englund et al., 2006)
Nur vereinzelt konnten keine regionalen Unterschiede in der ABCB1mRNA-
Expression verifiziert werden. (Lindell et al., 2003)
Der starke Abfall der Bioverfugbarkeit des P-gp-Substrates Talinolol nach Gabe als
magensaftstabile Kapsel ist daher unserer Meinung nach vor allem auf eine erhéhte

Expression von P-Glykoprotein in tieferen DUnndarmabschnitten zurtckzufuhren.
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5.2.3 Suppositorium

Die Absorption von Talinolol nach Gabe als Suppositorium erfolgte verzégert und war
von starker Unregelmaligkeit und erheblichen interindividuellen Schwankungen
gepragt. Die Auswertung der Einzelwerte zeigte, dass die maximale
Serumkonzentration bei finf Probanden bereits nach einer Stunde auftrat, wahrend
bei den Ubrigen drei Studienteilnehmern der Cn.x-Wert erst nach sechs Stunden,
nach einem sehr langen Anstieg des Serumspiegels gemessen wurde (Anhang
Tabelle A20). Dies erklart, dass der mittlere tnax-Wert von Talinolol (2.88 h) Uber eine
Stunde nach dem entsprechenden Wert der Vergleichssubstanz Paracetamol (1.75
h) liegt.

In rektaler Zubereitungsform wurde Talinolol im Vergleich zur Hartkapsel auch
langsamer aufgenommen, was unter anderem durch eine verzdgerte
Wirkstofffreisetzung aus dem Glycerol-Gelatine-Suppositorium erklart werden kann.
Im Unterschied zu Talinolol bildete Paracetamol in jedem Fall regelmaRige Peaks
aus und erschien in nahezu unveranderter Menge im Blut, wahrend die relative
Bioverfugbarkeit von Talinolol nach Gabe als Suppositorium auf 20% des Wertes
nach Applikation als Hartkapsel fiel.

Zur Interpretation dieser drastisch verschlechterten Absorption von Talinolol nach
rektaler Gabe soll auch hier wie unter 5.2.2 der Einfluss von Loslichkeit, pra-
systemischer Metabolisierung und gesteigerter aktiver Sekretion durch Efflux-

transporter diskutiert werden.

Die wichtigste Voraussetzung fur die Auflosung eines Arzneistoffes, das
Vorhandensein eines geeigneten Losungsmittels in ausreichender Menge, ist im
Rektum nicht gegeben. Flussigkeitsnester, wie sie im Dinndarm und vereinzelt auch
im Dickdarm auftreten, gibt es hier nicht. Abgesehen vom Defakationsreflex, der die
Fallung des Rektums einleitet, ist das Rektum leer. Fur die Auflosung von
Arzneistoffen steht demzufolge nur die Feuchtigkeit der Rektalschleimhaut zur
Verfligung.

Diese reichte aus, um im Falle des gut wasserloslichen Paracetamols eine
vollstandige Absorption zu gewahrleisten, die aber auch hier deutlich langsamer

erfolgte und zu signifikant niedrigeren Cpax-Werten fihrte im Vergleich zur
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Hartkapsel. Das deutlich schlechter wasserlosliche Talinolol konnte unter diesen
Bedingungen kaum noch aufgenommen werden. Die Werte von AUC und Cpax
brachen um etwa 80% ein.

Um die Bioverfugbarkeit von Talinolol nach rektaler Administration zu erhéhen, hatte
der Stoff bereits in geldster Form verabreicht werden mussen. Dieses Prinzip wird
angewandt, wenn schlecht wasserlosliche Verbindungen in eine rektale Zuberei-
tungsform gebracht werden wie z.B. Diazepam, das zur Therapie von akuten
Krampfanfallen oder von Fieberkrampfen bei Kindern als Losung rektal verabreicht
werden kann (Rey et al., 1999; Knudsen, 2000).

Die Umgehung der primaren Leberpassage ist einer der Vorteile der rektalen
Applikation von Arzneistoffen, da der vendse Abfluss aus den unteren zwei Dritteln
des Rektums direkt in die Vena cava inferior erfolgt. Arzneistoffe, die einem
ausgepragten hepatischen First-pass-Metabolismus unterliegen, kdénnen so nach
rektaler Gabe eine hohere Bioverfugbarkeit als nach oraler Einnahme erreichen. So
erhohten sich die AUC und die Maximalkonzentration (Cnax) von Tacrolimus bei
Ratten um das 4 - 7fache im Vergleich zur oralen Administration (Sakai et al., 2004).
In unserer Studie flhrte die rektale Gabe von Talinolol zu einer signifikanten
Zunahme der mit dem Urin ausgeschiedenen Talinoloimetabolite. Da die AUC im
Vergleich zu den anderen beiden Darreichungsformen jedoch stark erniedrigt war
und es keinen Anhalt flr eine drastische Steigerung des Leberstoffwechsels gab,
wurde Talinolol nach Gabe als Suppositorium moéglicherweise verstarkt durch CYPs
in der Rektalschleimhaut verstoffwechselt, was offenbar durch die langere
Verweildauer des Arzneistoffes vor Ort infolge der nur sehr langsamen Resorption
begunstigt wurde.

Obwohl sich unter diesen Bedingungen der CLy—Wert im Vergleich zur Einnahme
einer Hartkapsel mehr als verdreifachte, so war die Menge des unverstoffwechselt
ausgeschiedenen Talinolols immer noch 30mal grélRer als die der ausgeschiedenen
Metabolite. Eine verstarkte Metabolisierung des Talinolols nach rektaler Gabe kann

daher nicht den starken Abfall der Bioverfligbarkeit von Talinolol erklaren.
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Zur P-gp-Expression in der Rektalschleimhaut finden sich in der Literatur nur
vereinzelte Angaben (Fojo et al., 1987; Thorn et al., 2005; Englund et al., 2007).
Quantifizierbare Aussagen Uber einen intraindividuellen Vergleich der Auspragung an
verschiedenen Loci des Gastrointestinaltraktes fanden wir nur in zwei Publikationen
vor. Thorn et al. beschreiben eine Zunahme der Expression der ABCBT1TmRNA
ausgehend vom Magen Uber das Duodenum und das Colon ascendens bis hin zum
Colon descendens. In der Rektalschleimhaut nimmt die P-gp-Expression hingegen
wieder etwas ab (Thorn et al., 2005). Allerdings ist die Menge an ABCBT1TmRNA im
Rektum immer noch viermal hoher als im Duodenum. Angaben Uber das lleum,
welches von anderen Autoren als Ort der héchsten P-gp-Expression angegeben wird
(Mouly und Paine 2003; Zimmermann et al., 2005; Englund et al., 2006) finden sich
in dieser Arbeit nicht.

Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Fojo zeigen ein vergleichbares Niveau der
ABCB1mRNA-Expression im Jejunum und im Rektum, wahrend der Gehalt im Colon
etwa 50% uber diesem liegt (Fojo et al., 1987). Wir nehmen daher an, dass auch die
Rektalschleimhaut Uber eine quantitative Ausstattung mit P-gp verfugt, welche die
Absorption von Arzneistoffen zu beeinflussen vermag. Die deutlich verminderte
Bioverfugbarkeit von Talinolol nach Gabe als Suppositorium im Vergleich zur
konventionellen Hartkapsel mag damit zumindest teilweise auf eine starkere
Expression von P-gp im Rektum zurtckzuflhren sein.

Ob auch der Unterschied der AUC-Werte zwischen magensaftstabiler Kapsel und
Suppositorium (sie differieren immerhin um den Faktor 2.5) mit einer verstarkten P-
gp-Expression erklart werden kann, ist spekulativ. In diesem Fall musste der P-gp-
Gehalt des Rektums deutlich Uber dem Niveau der tieferen Dunndarmabschnitte
liegen, was in der Literatur so nicht belegt ist. Hingegen scheint uns die ein-
geschrankte Loslichkeit von Talinlolol nach rektaler Applikation eine plausible
Erklarung fur die stark erniedrigte Bioverfugbarkeit zu sein. Wir gehen daher davon
aus, dass dies entscheidend fur den Abfall der AUC-Werte von Talinolol nach Gabe

eines Suppositoriums im Vergleich zur magensaftstabilen Kapsel ist.
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5.3 Schlussfolgerungen

Paracetamol wurde nach Gabe der drei verschiedenen Arzneiformen in gleichem
Umfang aus dem Magen-Darm-Trakt absorbiert. Hingegen beobachteten wir bei
Talinolol eine progrediente Abnahme der Bioverfugbarkeit, je weiter distal der
Wirkstoff freigesetzt wurde.

Wahrend der Abfall der AUC von durchschnittlich 2635 ngxh/ml nach Gabe einer
Hartkapsel auf 1330 ngxh/ml nach Einnahme einer magensaftstabilen Kapsel
vermutlich in erster Linie auf die verstarkte Expression von P-gp in tieferen
Dunndarmabschnitten zurtickgefuhrt werden kann, so ist fur die weitere Abnahme
der AUC von 1330 ngxh/ml auf 540 ngxh/ml nach Gabe eines Suppositoriums vor
allem die im Vergleich zu Paracetamol deutlich eingeschrankte Loslichkeit von
Talinolol verantwortlich. Diese fuhrte unter den Bedingungen einer rektalen
Applikation, bei der die Freisetzung des Arzneistoffes in einem Milieu erfolgte, in dem
nur geringste Mengen an Losungsmittel vorlagen, einerseits zu einer Verzogerung
und andererseits zu einer erheblichen Verminderung der Absorption.

Eine genaue Abgrenzung der Anteile einer verstarkten Sekretion durch Efflux-
transporter und einer eingeschrankten Loslichkeit als mogliche Ursachen fir den
beobachteten starken Abfall der Bioverfligbarkeit von Talinolol lasst sich in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht vornehmen. Dies hangt auch damit zusammen,
dass die Expression von Transportproteinen in den verschiedenen Abschnitten des
Gastrointestinaltraktes erheblichen interindividuellen Schwankungen unterliegt. In der
Arbeit von Thorn lagen zwischen dem Minimum und dem Maximum der duodenalen
P-gp-Expression bei 27 Patienten funf Zehnerpotenzen. Dies Iasst naturlich nur eine
indirekte Schlussfolgerung Uber die Situation bei unseren acht Probanden zu.

Um die hier vorgenommene Interpretation der Studienergebnisse mit weiteren
Fakten zu erharten, waren fortfihrende Untersuchungen notwendig. So wirde eine
Bestimmung der fakalen Ausscheidung von Talinolol und seiner Metabolite wichtige
Aufschlisse Uber die Wirkung von Effluxtransportern und das Ausmal} der
intestinalen Metabolisierung liefern kénnen. Um Aussagen Uber den tatsachlichen
Einfluss von P-gp zu gewinnen, ware die kombinierte Gabe der Arzneiformen mit

einem P-gp-Hemmer denkbar. Ob die schlechte Bioverfugbarkeit von Talinolol nach
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Gabe eines Suppositoriums hauptsachlich ein Problem der Léslichkeit ist, wie wir

vermuten, liel3e sich durch die rektale Applikation von Talinolol-Lésung verifizieren.

Die regioselektive Absorption von Wirkstoffen ist von mehreren Autoren untersucht
worden. Wahrend Nifedipin und Rivastigmin nach Applikation in verschiedene
Abschnitte des Magen-Darm-Traktes keine Veranderungen ihrer Bioverflugbarkeit im
Vergleich zur oralen Gabe zeigten (Bode 1996, Lee 2004), nahm die Absorption von
Cyclosporin A vom Magen uber Jejunum/lleum bis hin zum Colon ab. Dieses
Verhalten wurde von den Autoren mit einer zunehmenden P-gp-Expression von
proximal nach distal erklart. (Fricker et al., 1996). Auch das P-gp-Substrat
Fexofenadin wurde im lleum und Colon schlechter absorbiert als nach jejunaler
Applikation (Petri et al., 2006). Mit der vorliegenden Arbeit konnte der Beweis
erbracht werden, dass auch das P-gp-Substrat Talinolol schlechter in die
systemische Zirkulation aufgenommen wird, wenn die Wirkstofffreisetzung in tieferen
Darmabschnitten erfolgt.

Die regional abgestufte Expression von Transportproteinen kann somit in
signifikanter Weise die Pharmakokinetik von Wirkstoffen beeinflussen. Dieser
Umstand ist insbesondere bei der Entwicklung von Arzneiformen mit verzogerter
Wirkstofffreisetzung bzw. mit einer definierten Zielregion (magensaftstabile

Mikropellets, Rektalschaum, Rektalklysma) von Bedeutung.
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6 Zusammenfassung

Die weitaus grofdte Zahl von Medikamenten wird heute als orale Darreichungsform
angeboten. Welche Wirkstoffmenge nach der Einnahme per os tatsachlich in die
systemische Zirkulation gelangt und damit flir den Patienten erst nutzbar wird, hangt
jedoch von sehr vielen Faktoren ab. Die Bioverfugbarkeit eines Arzneistoffes nach
oraler Gabe weist daher eine sehr hohe interindividuelle Variabilitat auf.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Ort der Wirkstofffreisetzung als eine wichtige
EinflussgroRe fur die Absorption von Arzneistoffen zu charakterisieren.
Bezugnehmend auf die unterschiedliche Expression von Transportproteinen in den
einzelnen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes sollten Erkenntnisse Uber die
regioselektive Absorption des P-gp-Substrates Talinolol nach Gabe verschiedener
Arzneizubereitungsformen gewonnen werden.

Dazu wurde in einer kontrollierten, randomisierten klinischen Studie an acht
gesunde, mannliche Probanden je eine konventionelle Hartkapsel, eine magensaft-
resistente Kapsel und ein Suppositorium verabreicht. Jede Arzneiform enthielt neben
Talinolol auch noch Paracetamol, das als Referenzsubstanz fur die Bestimmung des
Zeitpunktes der Wirkstoffliberation diente.

Paracetamol wurde nach Gabe aller drei Arzneiformen in gleichem Umfang
absorbiert. Es zeigte in jedem Fall regelmallige Peaks und war ein zuverlassiger
Indikator fur die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Arzneiform. Der Verlauf der
Serumkonzentrations-Zeit-Kurven von Talinolol war insgesamt weitaus weniger
regelmallig als der von Paracetamol. Im interindividuellen Vergleich fielen
insbesondere nach Gabe der magensaftstabilen Kapsel und des Suppositoriums
erhebliche Schwankungen auf. Dabei sank die relative Bioverfugbarkeit nach Gabe
der magensaftstabilen Kapsel auf 50%, nach Gabe des Suppositoriums sogar auf
20% des Wertes nach Einnahme einer konventionellen Hartkapsel.

Die Auflosung von magensaftstabilen Zubereitungsformen erfolgt vorrangig im
distalen Jejunum oder lleum. Nach Aussage mehrerer Autoren ist hier die P-gp-
Expression im Vergleich zum Duodenum deutlich erhoht. Dies konnte unserer
Meinung nach die verminderte Bioverfugbarkeit des P-gp-Substrates Talinolol nach

Einnahme einer magensaftresistenten Kapsel erklaren. Der noch starkere Abfall des
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AUC-Wertes nach Gabe eines Suppositoriums kann indes nur teilweise auf die
rektale Expression von P-gp zurickgefihrt werden, die zwar hdher als im
Duodenum, aber nicht hoher als im Jejunum/lleum ist. Hauptursache fur die
schlechte Absorption scheint hier die im Vergleich zu Paracetamol schlechte
Ldslichkeit von Talinolol zu sein, die wohl auf die Bedingungen der rektalen Zufuhr
des nicht gelésten Arzneistoffes zurtickzufihren ist.

Eine genaue Abgrenzung des moglichen Einflusses von Effluxtransportern und einer
eingeschrankten Ldslichkeit auf die Bioverfugbarkeit von Talinolol nach Gabe als
magensaftstabile Kapsel und als Suppositorium liel® sich in der vorliegenden Arbeit
nicht vornehmen. Einen weiteren Aufschluss dartiber wirden die Bestimmung der mit
dem Stuhl ausgeschiedenen Talinololmenge und die Untersuchung der Pharmako-
kinetik nach rektaler Gabe einer Talinolol-Losung ermoglichen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Talinolol in tieferen
Darmabschnitten schlechter absorbiert wird. Eine solche regioselektive Absorption
wurde auch bei anderen Wirkstoffen beobachtet. Dies ist bei der Entwicklung von
Arzneizubereitungsformen bedeutsam, welche den Arzneistoff in einem bestimmten

Abschnitt des Magen-Darm-Traktes freisetzen sollen.
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