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1 EINLEITUNG — 1.1 Kurzeinflihrung

1 EINLEITUNG

1.1 Kurzeinfiuhrung

Klinische Studien an Kindern® werden dringend benétigt, um Kinder so effektiv und sicher
therapieren zu konnen wie Erwachsene. Denn obwohl bekannt ist, dass sich
Pharmakokinetik wie Pharmakodynamik bei Kindern véllig anders darstellen kénnen als bei
Erwachsenen, fehlt es hier an Forschung. In der Folge ist die Datenlage oft unzureichend,
und Kinder erhalten nicht-zugelassene Verschreibungen und werden durch diese moglicher-
weise gefahrdet (EMA 2004). Nicht zugelassen fiir Kinder sind auch Betarezeptorenblocker,
die bei Erwachsenen als potentiell lebensrettend zur Standardtherapie der chronischen
Herzinsuffizienz gehdren (Dickstein et al. 2008). Seit 2007 werden Kinderstudien durch neue
europaische Gesetzgebung gezielt geférdert. Die Europaische Arzneimittelbehorde fordert
dabei ausdriicklich pharmakokinetische Untersuchungen an Kindern und zugleich den

besonderen Schutz dieser sensiblen Patientengruppe (EMA 2001).

Simulationen der Pharmakokinetik auf Basis physiologischer Informationen bilden einen
modernen und hochethischen Ansatz, um dieser Forderung nachzukommen. Ohne
experimentelle Bestatigung bieten sie jedoch keine ausreichende Grundlage, um klinische
Entscheidungen absichern zu kénnen. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich daher damit,
ein physiologiebasiertes Modell der Pharmakokinetik von Bisoprolol bei Kindern zu erstellen
und mit experimentellen Daten zu bewerten. Die Kombination von Simulation und klinischer
Untersuchung soll es ermdoglichen, rationale Vorhersagen fiir dieses bisher nicht ausreichend
untersuchte Gebiet zu treffen und zugleich die Verlasslichkeit der getroffenen Vorhersagen

einzuordnen.

Das libergeordnete Ziel dieser Arbeit ist es, durch Kombination von Simulation und klinischer
Untersuchung ein Werkzeug zu entwickeln, mit dem Forschungsbedarf konkret aufgezeigt
werden und mit dem so zur Optimierung zukilnftiger klinischer Studien an Kindern

beigetragen werden kann.

Die hier Uberblicksartig angesprochenen Aspekte werden im Folgenden ausfihrlicher

dargelegt.

! Die Bezeichnung ,,Kinder wird in dieser Arbeit der besseren Lesbarkeit halber allgemein fiir alle padiatrischen
Altersstufen verwendet. Sofern der Begriff im Sinne einer engeren Definition zu verstehen ist (z. B. gemal ICH-
Einteilung flr die Zwei- bis Elfjahrigen), ist dies explizit angegeben.

-1-
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1.2 Hintergrund der Arbeit

1.2.1 Klinische Studien an Kindern

= Mangel an padiatrischen klinischen Studien

Klinische Studien werden typischerweise nicht an Kindern durchgefiihrt. Zum einen bilden
die oft sehr kleinen und speziellen Patientengruppen meist keinen rentablen Absatzmarkt,
zum anderen haben schwerwiegende, teils todliche Vorfalle wie beispielsweise die
Phokomelien nach Exposition Ungeborener mit Thalidomid oder die Falle von Grey-Syndrom
nach Exposition Neugeborener mit Chloramphenicol verdeutlicht, dass es sich bei Kindern
um ein besonders sensibles und schutzbediirftiges Patientenkollektiv handelt (Ing et al.
1962; Mulhall et al. 1983).

Paradoxerweise kann so die Sorge um die besonders Schutzbedirftigen zu deren
systematischer Gefahrdung fiihren, denn dem Mangel an wissenschaftlicher Erfassung und
Untersuchung steht ein uneingeschrankter Bedarf gegeniber: Auch wenn die Datenlage
nicht ausreichend ist, missen erkrankte Kinder therapiert werden; in der klinischen Praxis
geschieht dies dann mit Verschreibungen auBerhalb der Zulassung. Solche Verschreibungen
bergen wesentliche Risiken: Es ist moglich, dass die Therapie nicht wirksam oder nicht sicher
ist, und es ist bekannt, dass Verschreibungen ohne Zulassung mit einem vermehrten

Auftreten Unerwiinschter Arzneimittelwirkungen assoziiert sind (EMA 2004).

= Haufigkeit des Unlicensed und Off-Label-Use in der Padiatrie

Verschreibungen ohne Zulassung liegen dabei vor, wenn ein Arzneimittel entweder, wie
beim sogenannten Unlicensed Use, (iberhaupt nicht fir den Einsatz in der Padiatrie lizenziert
ist oder wenn die Verordnung, wie beim Off-Label-Use, im Hinblick auf Indikation, Alter,
Dosierung oder Applikationsart nicht der Produktzulassung entspricht (Turner et al. 1998).
Ein solcher Unlicensed oder Off-Label-Use wurde in einer Studie an finf europdischen
Kinderstationen bei etwa der Halfte aller Verordnungen festgestellt; auf Neugeborenen-
stationen lag er sogar bei 65 % (Conroy et al. 2000; Conroy et al. 1999). Auf einer deutschen
kinderkardiologischen Station beschrieben Hsien et al. 2008 mit 60 % fiir kardiovaskulare
Indikationen einen dhnlich hohen Anteil; hieraus wird deutlich, dass es sich um ein hoch-
aktuelles Problem mit direkter Relevanz fiir die Arzneimitteltherapie von Kindern in Deutsch-
land handelt (Hsien et al. 2008).
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= Gesetzesdnderungen zur Férderung padiatrischer Studien

Die Europdische Arzneimittelbehoérde (EMA) hat offen die Besorgnis formuliert, dass Kinder
durch nicht-zugelassene Verschreibungen zu Schaden kommen kénnen (EMA 2004). Die im
Januar 2007 in Kraft getretene Legislative der Europaischen Union ebnet den Boden fir eine
Zunahme der Anzahl an Kinderstudien, indem sie padiatrische Studien flir Neuzulassungen
obligat macht und fir bereits zugelassene Arzneimittel unter bestimmten Voraussetzungen
Patentverlangerungen gewahrt (European Union 2006). Vorreiter dieses Konzeptes war die
amerikanische Arzneimittelbehorde (FDA), die mit einer Gesetzesianderung im Jahr 1997
einen sprunghaften Anstieg der Anzahl der Kinderstudien erzielte: In den zehn Jahren nach
Inkrafttreten des Gesetzes wurden Uber 300 padiatrische Studien durchgefihrt (Li et al.
2007).

= Mangel an Evidenz durch schlechte Studienqualitat

Die Auswertung der amerikanischen Kinderstudien wiederum deutet darauf hin, dass nach
der Quantitdt auch die Qualitdt der Studien gezielter Forderung bedarf: GemaR einer
Analyse von sechs Studien zur Blutdrucksenkung bei Kindern mit Standardsubstanzen aus
der Erwachsenentherapie wurde in drei der Studien keine Dosis-Wirkungs-Beziehung
gezeigt; dies flihren die Autoren unter anderem auf ungeeignete Dosierungen,
unzureichende pharmakokinetische Informationen und mangelnde Bericksichtigung
spezieller Pharmakologie bei Kindern zurlick (Benjamin et al. 2008). In einer aktuellen, noch
unveroffentlichten randomisierten klinischen Studie an 230 Sauglingen mit univentrikuldaren
Herzen verbesserte Enalapril im Vergleich mit Placebo weder das Kérperwachstum noch die
ventrikuldre Funktion (Hsu 2009). Vor dem Hintergrund der genannten Falle ungeeigneten
Studiendesigns wird dieses Ergebnis sehr genau analysiert werden miissen, damit unter-
schieden werden kann, ob es sich um ein Beispiel fir mangelnde Studienqualitdt oder um die
Beschreibung einer speziellen Pharmakologie von Enalapril in diesem Patientenkollektiv
handelt.

Auch eine groRe Anzahl an Studien flhrt somit nicht zwangslaufig zu verwertbaren
Aussagen. Beispielsweise existiert auch zur Betarezeptorenblockertherapie der chronischen
Herzinsuffizienz eine Fille von Beobachtungsstudien (Frobel et al. 2009); es ist jedoch
bekannt, dass nicht-randomisierte Studien besonders anfallig fir Ergebnisverzerrungen sind
(Barton 2000; Hadorn et al. 1996; Harbour und Miller 2001). Die groRte der randomisierten
Studien (Shaddy et al. 2007) wiederum erbrachte keinen Wirkungsnachweis, moglicherweise

aufgrund mangelhaften Studiendesigns (s. Abschnitt 5.3.2).
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Hieraus ergeben sich zwei wesentliche Voraussetzungen fir die erfolgreiche Durchfiihrung

jeder zukunftigen klinischen Studie an Kindern. Diese sind

e eine kritische Bewertung des Evidenzgrades aller bereits vorhandenen Unter-
suchungen, um beurteilen zu kénnen, ob ihre Ergebnisse verldsslich oder lediglich ein
Resultat methodischer Fehler sind (s. Abschnitt 1.2.2), sowie

e die Berlicksichtigung moglicher altersabhangiger Unterschiede der Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik im Studiendesign (s. Abschnitt 1.2.4).

1.2.2 Bewertung der Evidenz klinischer Studien an Kindern

= Cochrane-Reviews als Standardmethode der Evidenzbasierten Medizin

In der vorliegenden Arbeit wurde ein sogenanntes Cochrane-Review eingesetzt, um die
vorhandene Evidenz zur Betarezeptorenblockertherapie der chronischen Herzinsuffizienz bei
Kindern zu bewerten. Cochrane-Reviews, die systematischen Ubersichtsarbeiten der
unabhéangigen, nicht-kommerziellen und internationalen Organisation ,The Cochrane
Collaboration”, dienen der objektiven Bewertung von Evidenz mit dem Ziel, fundierte Grund-

lagen fir klinische Entscheidungen zu liefern.

In einem Cochrane-Review werden nach systematischer, umfassender Literaturrecherche die
vorhandenen Daten nach klar definierten Kriterien mit standardisierten Methoden
analysiert, wobei insbesondere das Risiko fir Ergebnisverfalschungen durch methodische
Fehler, durch Schwachen bei der Umsetzung oder durch Interessenkonflikte bewertet wird.
Alle Cochrane-Reviews werden zudem mehrfachem Peer-Review unterworfen. Durch ihre
hohen methodischen Anspriiche heben sie sich so von vielen anderen Ubersichtsarbeiten ab
(Jadad et al. 1998; Jorgensen et al. 2006). Cochrane-Reviews sind daher als Standard-
methode der evidenzbasierten Medizin international anerkannt und bilden vielfach die Basis
fir Therapieleitlinien (AZQ 2006; Cook et al. 1997; Sauerland und Seiler 2005).

1.2.2.1 Betarezeptorenblocker zur Behandlung der chronischen Herz-
insuffizienz bei Kindern

= Chronische Herzinsuffizienz bei Kindern und Erwachsenen

Bei einer chronischen Herzinsuffizienz reicht die Auswurfleistung des Herzens dauerhaft
nicht aus, um eine adaquate Sauerstoffversorgung des Korpers zu gewahrleisten; dies fiihrt
zu komplexen Kompensationsmechanismen, unter anderem zu einer Erhdéhung des

Sympathikustonus (McMurray 1996).
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Die Atiologie der chronischen Herzinsuffizienz ist bei Kindern und Erwachsenen meist grund-
verschieden. Bei Erwachsenen kommt es typischerweise zu einer Funktionseinschrankung
der linken Herzkammer (Ventrikel), beispielsweise in Folge eines Myokardinfarktes oder
einer koronaren Herzkrankheit (McMurray 1996). Bei Kindern bilden die Ursache oft
angeborene Herzfehler; diese treten bei etwa acht von 1000 Lebendgeburten auf (Kay et al.
2001). Ventrikuldare Funktionseinschrankungen betreffen dabei deutlich haufiger als bei
Erwachsenen den rechten Ventrikel. Bei der Mehrzahl der Kinder kommt es aufgrund von
Defekten in der Herzscheidewand zu Shunts oder aufgrund von Fehlbildungen der Herz-
klappen zu einem Riickstrom des Blutes; diese vermehrte Volumenbelastung des Herzens
flihrt dann sekundar zu einer Herzinsuffizienz (Kay et al. 2001; Picchio et al. 2008; Webster et
al. 2006). Bei einer kleineren Gruppe von Patienten liegt eine direkte Schadigung des Herz-
muskels ohne vermehrte Volumenbelastung vor, durch die eine pathologische Erweiterung
des Herzmuskels mit eingeschrankter Kontraktionskraft entstehen kann (dilatative Kardio-
myopathie). Die Prognose fiir diese Patienten ist bei einer Fiinfjahressterblichkeit von bis zu
80 % besonders schlecht (Arola et al. 1997).

= Therapie der chronischen Herzinsuffizienz bei Kindern

Eine Pharmakotherapie kann bei Kindern mit chronischer Herzinsuffizienz entweder als
alleinige BehandlungsmaRnahme indiziert sein, oder zur Uberbriickung der Zeit bis zu einer
operativen Korrektur des Herzfehlers. Bei den beschriebenen Fallen mit direkter Herz-
muskelschadigung ist typischerweise keine operative Korrektur moglich; bei Versagen der
Pharmakotherapie bleibt als letzte Option nur noch eine Herztransplantation (Arola et al.
1997). Transplantationen wiederum werden bei Kindern durch einen chronischen Mangel an
geeigneten Spenderorganen erschwert; kdnnen sie dennoch erfolgreich durchgefiihrt
werden, sind sie mit wesentlichen Risiken verknipft: In der Untersuchung von Morales et al.
wurde ein Risiko von 61 % fiir eine AbstoRungsreaktion im ersten Jahr nach der Trans-
plantation beschrieben (Morales et al. 2007). Die nach Transplantation notwendige immun-

suppressive Therapie birgt betrachtliche Langzeitrisiken (Kulikowska et al. 2008).

= Nutzen einer Betarezeptorenblockertherapie bei Erwachsenen und Kindern

Betarezeptorenblocker senken bei Erwachsenen mit chronischer Herzinsuffizienz
erwiesenermalien sowohl Morbiditdt als auch Mortalitat und sind daher fester Bestandteil
der leitliniengerechten Therapie (Dickstein et al. 2008). Dies legt nahe, dass auch Kinder von
einer solchen Behandlung profitieren kénnten. Mechanistische Uberlegungen stiitzen diese
Vermutung: Bei Kindern mit chronischer Herzinsuffizienz konnte wie bei Erwachsenen eine

hohe neurohumorale Aktivierung nachgewiesen werden; die Hohe der Plasma-
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Adrenalinspiegel wiederum korreliert bei einer Vielzahl verschiedener Krankheitsbilder mit
der Schwere der Herzinsuffizienz (Ross et al. 1987). Im Einklang hiermit senkt Carvedilol die

neurohumorale Aktivierung bei padiatrischen Patienten (Giardini et al. 2003).

* Eingeschrinkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse bei Erwachsenen

Dennoch ist es nicht moglich, ohne Weiteres von Erwachsenen auf Kinder zu schliel3en, da
die Unterschiede in der Atiologie der Herzinsuffizienz so grundsatzlich sind: Aus einer Wirk-
samkeit bei linksventrikuldrer systolischer Funktionseinschrankung (typisch flir Erwachsene)
kann nicht auf die Wirksamkeit bei erhéhter Volumenbelastung infolge angeborener Herz-
fehler (typisch fur Kinder) geschlossen werden. Auch Art und Haufigkeit von Komorbiditaten
kénnen sich deutlich unterschieden. So wurden in einer Untersuchung an herzinsuffizienten
Patienten pulmonale Begleiterkrankungen — im Hinblick auf eine mogliche betarezeptoren-
blockervermittelte Bronchokonstriktion besonders relevant — bei Kindern mit 35 % haufiger
als bei Erwachsenen (23 %) beobachtet (Webster et al. 2006). Weiterhin kann auch eine
Altersabhangigkeit von Pharmakokinetik und -dynamik (s. Abschnitt 1.2.3) bewirken, dass
sich Beobachtungen an Erwachsenen nicht auf Kinder Ubertragen lassen. In diesem
Zusammenhang ist es auch denkbar, dass eine dauerhafte Betarezeptorenblockade Einfluss
auf Wachstum und Entwicklung bei Kindern nimmt und so zu Unerwiinschten Wirkungen

fihrt, die bei Erwachsenen naturgemaf nicht beobachtet werden kdnnen.

1.2.2.2 Charakteristika der einzelnen Betarezeptorenblocker

Die fur die Therapie der chronischen Herzinsuffizienz bei Erwachsenen zugelassenen Beta-
rezeptorenblocker sind Bisoprolol, Carvedilol, Metoprolol und Nebivolol (Dickstein et al.
2008). Wie Tabelle 1 zeigt, unterscheiden sich die Substanzen unter anderem in ihrer
Eliminationshalbwertszeit und der Beteiligung des Enzyms Cytochrom P450 (CYP) 2D6 an
ihrem Abbau. Zudem sind sie unterschiedlich gut untersucht: Der Wirksamkeitsnachweis fir
Nebivolol erfolgte in dieser Indikation erst 2005 (Flather et al. 2005), wahrend es fiir die
anderen Betarezeptorenblocker langjahrige Therapieerfahrung und auch Hinweise auf eine
gute Vertraglichkeit bei Kindern gibt (Belson et al. 2001; Bruns und Canter 2002). Zudem ist
die Zulassung fiir Nebivolol im Gegensatz zu den anderen drei Substanzen auf leichte und
mittelschwere Formen der Herzinsuffizienz beschrankt (Berlin-Chemie 2007). Fir Carvedilol
wiederum ist als einzige unter den Substanzen die Pharmakokinetik bei Kindern bereits
beschrieben und populationspharmakokinetisch untersucht worden (Albers et al. 2008; Laer
et al. 2002). Vor diesem Hintergrund konzentrieren sich die Untersuchungen dieser Arbeit

auf Bisoprolol und Metoprolol.
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Tabelle 1: Bei Herzinsuffizienz eingesetzte Betarezeptorenblocker
Bisoprolol Carvedilol Metoprolol Nebivolol
Wirkweise Betal-selektiv Unselektiv; Betal-selektiv Betal-selektiv,
alphal-vermittelt NO-vermittelt
vasodilatierend vasodilatierend
Elimination CYP3A4, glome- CYP2D6, CYP2C9, CYP2D6 CYP2D6
ruldre Filtration CYP1A2
Halbwertszeit 8-12h 2-7h 1-11h 10-56h

Einnahme Einmal taglich Zweimal taglich Einmal taglich Einmal taglich
(retardiert)
Referenzen (Dutta et al. 1994; (McTavish et al. (Kirchheiner etal.  (Cheymol et al.

Leopold et al.

1993; Oldham

2004; Lennard et

1997; Shaw et al.

1986) und Clarke 1997)  al. 1983) 2005)

Die Angaben entstammen Untersuchungen an gesunden Erwachsenen. ,Wirkweise” steht
flr charakteristische pharmakodynamische Eigenschaften, ,betal-selektiv” bezeichnet
eine relative Praferenz flir Adrenozeptoren des Betal-Subtyps im Vergleich mit dem Beta2-
Subtyp; ,alphal” ist kurz fir Adrenozeptoren des Alphal-Subtyps; ,NO“ steht fir Stick-
stoffmonoxid, ,,CYP“ fir Cytochrom P450. Unter ,Elimination” sind die dominierenden
Abbauenzyme und Ausscheidungswege genannt. ,Halbwertszeit” ist kurz fiir Eliminations-
halbwertszeit schnell freisetzender Arzneiformen, angegeben sind beispielhaft vergleichs-
weise niedrige und hohe Werte aus verschiedenen Untersuchungen. Die Einnahme-
angaben beziehen sich fiir Metoprolol auf retardierte, in allen anderen Fallen auf schnell
freisetzende Arzneiformen zur peroralen Gabe gemaR Leitlinie (Dickstein et al. 2008).

1.2.3 Besonderheiten der Pharmakotherapie bei Kindern

= Wachstums- und Reifungsprozesse

Die altersabhdngige Entwicklung von Kindern wird durch die Schlisselprozesse Wachstum
und Reifung bestimmt. Diese Prozesse verlaufen typischerweise nicht linear und beein-
flussen in einem komplexen Zusammenspiel sowohl Korperstruktur als auch -funktionen
(Kearns et al. 2003). Abhadngig vom Lebensalter ergeben sich auf diese Weise immense
Veranderungen beispielsweise der relativen OrgangrofRen, der Gewebezusammensetzung
oder der Funktionen von Leber, Niere und Gastrointestinaltrakt (Chen et al. 2006; Kearns et
al. 2003). Die Folge dieser physiologischen Veranderungen kdnnen Besonderheiten in der
Pharmakokinetik oder -dynamik sein, sodass beispielsweise Arzneistoffexposition und auch

Wirksamkeit und Sicherheit im Vergleich zu Erwachsenen verandert sein kénnen.
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= Altersabhdngige Veranderungen der Pharmakokinetik

Altersabhadngige Veranderungen der Physiologie vermoégen sowohl die Freisetzung
(Liberation) als auch die Absorption, die Verteilung (Distribution), die Metabolisierung und
die Exkretion von Arzneistoffen, zusammenfassend abgekiirzt LADME, zu beeinflussen
(Kearns et al. 2003; Rakhmanina und van den Anker 2006).

Bei der Absorption peroral applizierter Arzneistoffe aus dem Magen-Darm-Trakt handelt es
sich um einen hochkomplexen Prozess, der durch eine Vielzahl von Faktoren, unter anderem
durch Motilitat, Sekretion sowie Beschaffenheit und GrofRe der Resorptionsflache beeinflusst
wird. Die Freisetzung aus der Arzneiform wird neben der Galenik durch das Milieu im Gastro-
intestinaltrakt bestimmt. Beide Vorgdnge stehen daher unter dem direkten Einfluss der
gastrointestinalen Physiologie. Diese wiederum entwickelt sich abhdngig vom Lebensalter,
jedoch auch abhangig von der Erndhrung und unterscheidet sich somit insbesondere bei
Sauglingen und Kleinkindern, die noch keine Erwachsenenkost erhalten, deutlich von der bei
Erwachsenen (Grand et al. 1976; Heimann 1980; Sreedharan und Mehta 2004). Beispiels-
weise ist die Magensdureproduktion bei Neugeborenen und Sauglingen erniedrigt und
erreicht erst im Alter von etwa drei Jahren Erwachsenenwerte (Heimann 1980). Fiir die
Magenentleerungszeit wiederum wurde insbesondere fiir Neugeborene und Saduglinge eine
erhohte Variabilitdt beschrieben, wobei die Literaturangaben hier abhangig von den Unter-
suchungsbedingungen erheblich schwanken (Van Den Driessche und Veereman-Wauters
2003).

Die Verteilungsvorgange von Arzneistoffen sind ebenfalls altersabhangig; zum einen
verandert sich die Grofe der Verteilungskompartimente, da Organe in verschiedenen
Entwicklungsstufen einen unterschiedlichen Anteil des Gesamtkorpergewichtes einnehmen
(Chen et al. 2006; ICRP 2002), zum anderen verandert sich auch die Struktur der Komparti-
mente, da sich die Kérperzusammensetzung im Hinblick auf Fett- und Wasser-Anteil mit dem
Alter (Friis-Hansen 1983; Rakhmanina und van den Anker 2006).

Auch die Aktivitat verschiedener Enzyme verandert sich alters- und entwicklungsabhangig
und kann so Einfluss auf die Arzneistoffmetabolisierung nehmen (Benedetti et al. 2007). Das
flr die vorliegende Arbeit hauptsachlich relevante Abbauenzym, Cytochrom P450 (CYP) 3A4,
zeigt bei Neugeborenen in der ersten Lebenswoche etwa 8 % und in der vierten etwa 20 %
der Aktivitat bei Erwachsenen; ab etwa dem sechsten Lebensmonat erreicht das Enzym
seine volle Aktivitat (Allegaert et al. 2007; Edginton et al. 2006a). Im Gegensatz dazu stellt
CYP1A2 ein Beispiel fiir ein vergleichsweise spat reifendes Enzym dar; seine Aktivitat erreicht

erst um das achte Lebensjahr Erwachsenenwerte (Edginton et al. 2006a).
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SchlieBlich unterliegen auch Exkretionsvorgange altersabhangigen Veranderungen, so auch
die fir diese Arbeit wichtige renale Elimination per glomeruldrer Filtration. Die auf das
Korpergewicht normierte glomeruldre Filtrationsrate ist dabei insbesondere bei
Neugeborenen erniedrigt, bei &lteren Sauglingen und Kleinkindern im Vergleich zu
Erwachsenen erhéht und durchlauft im Alter von einem bis drei Jahren ein Maximum
(Hayton 2000).

Jede dieser altersabhdngigen Verdanderungen der Pharmakokinetik kann es erforderlich
machen, die Dosierung eines Arzneistoffes spezifisch fiir einzelne Altersstufen zu reduzieren
oder zu erhéhen. So kann das eingangs erwahnte Grey-Syndrom, Folge einer altersbedingten
Glucuronidierungsschwache, durch Senkung der Chloramphenicoldosis bei Neugeborenen
verhindert werden (Mulhall et al. 1983). Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise darauf, dass
insbesondere Sduglinge wesentlich hohere kdrpergewichtsnormierte Dosen von Carvedilol
als Erwachsene bendtigen, um eine vergleichbare Exposition zu erzielen (Albers et al. 2008;
Laer et al. 2002).

= Altersabhdngige Veranderungen der Pharmakodynamik

Altersabhangige physiologische Verdnderungen kénnen auch die Pharmakodynamik eines
Arzneistoffes beeinflussen. Fir die Pharmakodynamik von Betarezeptorenblockern ist
insbesondere die Ontogenese des adrenergen Systems von Bedeutung. Diese ist in weiten
Bereichen wenig erforscht; einzelne Untersuchungen zeigen jedoch stark altersabhdngige
Veranderungen auf Rezeptorebene wie auf Ebene der kardiovaskuldren Regulation: Beta-
rezeptoren sind bereits im Fotus vorhanden, doch verandern sich nach der Geburt ihre
Eigenschaften. So konnen sie beispielsweise beim Neugeborenen zunachst noch nicht durch
Stimulation desensibilisiert werden, sondern entwickeln diese Fahigkeit erst allmahlich
(Auman et al. 2002; Falkay et al. 1986). Weiterhin verdandert sich ihre Expression altersab-
hangig und subtypspezifisch (Marcus et al. 1993). Auf funktioneller Ebene wurde gezeigt,
dass sich kardiale Reaktionen des autonomen Nervensystems altersabhangig unterscheiden
kénnen; beispielsweise ist die Herzfrequenzvariabilitat im Alter von 14 Monaten im Vergleich

zu dem von vier Monaten erhéht (Bar-Haim et al. 2000; Oberlander et al. 1999).

* Uberlagerung pharmakodynamischer und -kinetischer Einfliisse

Die genannten Beispiele weisen darauf hin, dass bei Erwachsenen beobachtete Arzneistoff-
wirkungen bei Kindern unter Umstanden modifiziert auftreten oder vollig fehlen kénnen. Ein
Beispiel hierfiir ist eine Studie aus dem Jahr 1996 zur Wirksamkeit des Betarezeptoren-
blockers Pindolol bei Kindern mit Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-Syndrom (ADHS):

Die Kinder litten an schweren Halluzinationen und Albtraumen, die sie so sehr belasteten
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und in der Bewaltigung ihres Tagesablaufes einschrankten, dass der Studienarm vorzeitig
abgebrochen wurde. Zwar sind Albtraume als unerwiinschte Wirkungen insbesondere lipo-
philer Betarezeptorenblocker wie Pindolol bekannt, gelten jedoch bei Erwachsenen als
vergleichsweise milde (Buitelaar et al. 1996). Dieses Beispiel zeigt auch, wie Pharmakokinetik
und -dynamik oftmals ineinandergreifen: So war das Therapieproblem insofern pharmako-
dynamischer Natur, als es Wirkungsqualitat und -intensitat betraf; es ist jedoch denkbar,
dass dies durch altersabhdngige Besonderheiten der Arzneistoffverteilung und damit der
Pharmakokinetik verursacht wurde. In einem solchen Fall konnten pharmakokinetische

Untersuchungen zu einem verbesserten Verstandnis der Pharmakodynamik fihren.

= Implikationen des Datenmangels fiir die Forschung

Die genannten Beispiele verdeutlichen, dass sich Pharmakokinetik wie -dynamik mit dem
Alter verandern und sich zwischen Kindern und Erwachsenen unterscheiden kdnnen.
Gleichzeitig zeigt sich, dass hier viele Vorgange erst unzureichend erforscht sind. Dies fihrt
zu der Frage, wie dennoch kindgerechtes Studiendesign realisiert werden kann: So ist es
schwierig, eine rationale Dosiswahl zu treffen, wenn wie bei der Therapie der padiatrischen
Herzinsuffizienz mit Betarezeptorenblockern weder die Ontogenie samtlicher relevanter
physiologischer Strukturen, noch die anzustrebende Arzneistoffexposition bekannt sind. Die
Europdische Arzneimittelbehérde empfiehlt bei Mangel an padiatrischen Daten zur
Pharmakodynamik, diese ausgehend von bereits untersuchten Altersgruppen zu extra-
polieren und zunachst die Pharmakokinetik zu untersuchen (EMA 2006). Auf Basis dieser
Ergebnisse konnen dann Dosierungen fiir Wirksamkeitsstudien an Kindern bestimmt werden
(EMA 2001).

1.2.4 Computersimulationen und klinische Studien fir
pharmakokinetische Untersuchungen

= Optimierung pharmakokinetischer Untersuchungen

Die Europaische Arzneimittelagentur fordert die Durchfiihrung pharmakokinetischer Studien
flir den gesamten Altersbereich, in dem ein Arzneimittel eingesetzt werden soll, um eine
Basis fiir altersgerechte Dosierungen zu schaffen (EMA 2001). Aus ethischen Uberlegungen
heraus miissen dabei unnétige Untersuchungen an Kindern unbedingt vermieden und
mogliche Risiken minimiert werden (European Commission 2008a; Gill 2004). Um
pharmakokinetische Kinderstudien durch optimale Auswertung bereits vorhandener Daten
zu unterstiitzen, sollen daher soweit moglich Informationen aus anderen Populationen

bericksichtigt, Extrapolationen angestellt und zudem nichtklinische Daten, gegebenenfalls
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auch aus pharmakokinetischen Modellen, hinzugezogen werden (European Commission
2008a; 2008b). Eine moderne Moglichkeit, in diesem Sinne den Informationsgewinn aus
einer padiatrischen pharmakokinetischen Untersuchung zu maximieren, ist die physiologie-

basierte pharmakokinetische Simulation.

= Prinzip der physiologiebasierten pharmakokinetischen Simulation

Physiologiebasierte pharmakokinetische Modelle, kurz PBPK-Modelle, dienen der
Darstellung der fiir Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion (ADME)
verantwortlichen Prozesse auf Grundlage physiologischer Informationen. Zusatzlich zu
physiologischen Informationen (wie z. B. Magenentleerungszeit) berlicksichtigen sie zudem
anatomische Charakteristika (z. B. Wasser- und Fettanteil des Korpers) sowie physiko-
chemische Eigenschaften von Wirkstoffen (z. B. Lipophilie). Hierdurch unterscheiden sich
PBPK-Modelle wesentlich von den klassischen rein mathematischen Ansatzen, bei denen
experimentelle Datensdtze durch Funktionen beschrieben werden, um daraus
pharmakokinetische Parameter abzuleiten und fiir nicht untersuchte Situationen zu extra-
polieren. Im Gegensatz dazu sind PBPK-Modelle mechanistische Modelle und stark durch die
klinische Sichtweise gepragt: Organe und Gewebe des Korpers sind mit ihren Funktionen und
Beschaffenheiten von vornherein als mathematische Prozesse im Modell dargestellt. Aus
physiologischen und physiko-chemischen Angaben werden dann Verteilungskoeffizienten
und daraus Arzneistoffkonzentrationen in verschiedenen Strukturen des Korpers simuliert.
Das Konzept von PBPK-Modellen ist also eine moglichst realistische Abbildung der Wechsel-
wirkung von Arzneistoff und Organismus mit dem Ziel einer physiologisch und physikalisch-

chemisch begriindeten Vorhersage (Willmann et al. 2003a).

= Einsatzmoéglichkeiten der physiologiebasierten pharmakokinetischen Simulation

Die PBPK-Simulation ermoéglicht eine physiologisch  begriindete  Abschadtzung
pharmakokinetischer Parameter bereits vor Durchflihrung der ersten experimentellen
Studie. Dies macht das PBPK-Modell zum potenten Werkzeug zur Vermeidung von ,,Blind-
fligen” beim Ubergang vom In vitro- oder Tierversuch zur ,First-in-Man“-Studie (Ubergang
,Praklinik” zur klinischen ,,Phase 1“), beim Ubergang von der Probanden- zur Patientenstudie
(,Phase 1“ zu ,Phase I1“) oder beim Ubergang von der Studie an Erwachsenen zur ersten

Untersuchung an Kindern (Edginton et al. 2008).

Es kann grundsatzlich jeder einzelne im Modell reprasentierte physiologische Parameter
variiert werden —so kdnnen beispielsweise jederzeit Informationen liber die GroRe oder

Gewebezusammensetzung von Organen, den Blutfluss oder die Aktivitdt spezieller Abbau-
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enzyme erganzt oder angepasst werden (Willmann et al. 2003a). Das PBPK-Modell ermog-

licht so eine mechanistisch begriindete Vorhersage der Pharmakokinetik bei Kindern.

= Modellvalidierung mit experimentellen Daten

Ihren eigentlichen Wert gewinnen Simulationen jedoch erst durch die Validierung, also die
experimentelle Bewertung der Vorhersagekraft des Modells (FDA 1999). Ist es beispielsweise
moglich, die Richtigkeit der Simulationen fiir eine definierte Population durch
experimentelle Daten zu zeigen, so erhoht dies die Verldsslichkeit der Vorhersage und das
Modell kann zur Extrapolation auf andere Populationen, fiir die noch keine Untersuchungen
vorliegen, genutzt werden (Laer et al. 2009). Konkret liefert ein fir die Vorhersage der
Pharmakokinetik bei Erwachsenen validiertes Modell eine Basis, rational begriindete Vorher-
sagen Uber die Pharmakokinetik bei Kindern zu treffen. Diese Vorab-Informationen aus dem
Modell kbnnen beispielsweise zur Vorhersage der fiir eine angestrebte Arzneistoffexposition
notigen Dosierung, als Basis fur die Wahl geeigneter Blutentnahmezeitpunkte fiir maximal
informative pharmakokinetische Profile oder zur Identifizierung von Populationen eingesetzt
werden, in denen besonders grofle Unterschiede zu den bekannten Populationen zu

erwarten sind und die daher besonders ausfiihrlicher Untersuchung bedirfen.

Ein mit experimentellen Daten validiertes Modell kann somit als Werkzeug eingesetzt
werden, Aussagekraft und Effizienz zukinftiger Studien an Kindern auf rationaler Basis zu

optimieren.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das (ibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Optimierung
zukilinftiger Studien zur Pharmakokinetik von Bisoprolol bei Kindern zu leisten. Der Bedarf an
solchen Studien sollte durch eine systematische Literaturanalyse mit wissenschaftlicher,
international anerkannter Methodik gezeigt werden. Aus ethischen Uberlegungen im Sinne
einer Maximierung des Informationsgewinns bei gleichzeitiger Minimierung der Belastung
padiatrischer Studienteilnehmer war das Konzept der Arbeit die Kombination einer
klinischen Studie mit pharmakokinetischen Computersimulationen. Fir letztere sollten
sogenannte physiologiebasierte pharmakokinetische (PBPK-)Modelle erstellt werden. Um
die besondere Eignung von Bisoprolol flir die Studie in Abgrenzung zu Metoprolol zu zeigen,
sollte zunachst die Bedeutung des CYP2D6-Polymorphismus fiir Vorhersagen der
Pharmakokinetik von Metoprolol untersucht werden. Im Anschluss sollten
pharmakokinetische Profile von Bisoprolol zunachst bei Erwachsenen, dann bei Kindern

erstellt werden, um die Vorhersagekraft der Simulationen zu tGberprifen.
Es ergaben sich damit im Einzelnen folgende Ziele:

e Die Durchfihrung einer systematischen Analyse der Literatur zum Einsatz von Beta-
rezeptorenblockern bei Kindern mit chronischer Herzinsuffizienz, um den Bedarf an

Studien zu Wirksamkeit und Pharmakokinetik zu objektivieren

e Die Entwicklung und Validierung einer Methode zur Bisoprololquantifizierung in einem

Blutplasmavolumen von 500 pl

e Die Erstellung von PBPK-Modellen fiir Bisoprolol und Metoprolol und der Vergleich dieser
Modelle im Hinblick auf ihre Eignung fiir die Vorhersage der Pharmakokinetik bei Kindern.

Zu diesem Zweck

o Die Durchfuhrung einer Probandenuntersuchung mit Metoprolol, um Plasma-
konzentrationszeitprofile von Probanden mit bekanntem CYP2D6-Geno- und

Phanotyp fir die Anpassung des Metoprololmodells zu erhalten
o Die Durchfiihrung einer Probandenuntersuchung mit Bisoprolol, um Plasma-

konzentrationszeitprofile zur externen Validierung des Bisoprololmodells zu erhalten

e Die Durchfiihrung einer klinischen Studie, um die Pharmakokinetik von Bisoprolol bei
padiatrischen Patienten zu untersuchen und um die Vorhersagekraft des PBPK-Modells

flir Kinder zu Giberprifen.
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2 METHODEN

2.1 Cochrane-Review

2.1.1 Arbeitsablauf bei der Cochrane-Review-Erstellung

Wie in Abschnitt 1.2.2 dargelegt, sind die systematischen Ubersichtsarbeiten der Cochrane
Collaboration, die Cochrane-Reviews, als potente und etablierte Methode der Evidenz-
basierten Medizin anerkannt und dienen den verschiedenen Fachgesellschaften oft als
Grundlage fiir Therapieleitlinien (AZQ 2006; Cook et al. 1997; Sauerland und Seiler 2005).

Um sicherzustellen, dass jedes Cochrane-Review den Standards der Evidenzbasierten
Medizin entspricht, ist durch die Cochrane Collaboration eine Reihe verbindlicher
Bedingungen und Regeln aufgestellt worden. Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist der Ablauf
der Erstellung einer systematischen Ubersichtsarbeit detailliert vorgegeben und durch

wiederholte Korrektur- und Kontrollschleifen inklusive Peer-Review charakterisiert.

Im Einklang mit diesen Vorgaben wurde bei der in diesem Fall zustandigen Cochrane-Review
Group, der Heart Group, die Genehmigung zur Erstellung der Arbeit beantragt. Hierflr
wurde der Vorschlag fiir die geplante Arbeit unter Darlegung der klinischen Relevanz des
Themas sowie der fiir die Durchfiihrung zur Verfligung stehenden Ressourcen eingereicht.
Nach positivem Votum der Heart Group wurde als erster Schritt der gemall dem Cochrane-
Standardschema , Intervention for Condition in Population” festgelegte Titel der Arbeit
»,Beta-Blockers for Congestive Heart Failure in Children” offiziell bei der Cochrane
Collaboration registriert. Dieses Vorgehen ermdglicht die zentrale Koordination aller
Cochrane-Reviews einschlieflich der geplanten oder im Entstehen begriffenen durch die

Cochrane Collaboration und dient so dazu, thematische Uberschneidungen zu verhindern.

Im Anschluss wurde nun ein ausfihrlicher Arbeitsplan fir die systematische Erstellung des
Cochrane-Reviews, das sogenannte Protokoll, ausgearbeitet. Dieses richtete sich in Form
und Inhalt streng nach den offiziellen Vorgaben der Cochrane Collaboration (Higgins und
Green 2008). Der Zweck dieser Vorarbeit besteht zum einen darin, ein einheitlich
systematisches und strukturiertes Vorgehen aller Autoren gleichermafien und von Arbeits-
beginn an zu gewahrleisten, zum anderen dient das Protokoll der Sicherstellung einer

moglichst objektiven Analyse: Durch Festlegung aller Auswahlkriterien fiir Studien, aller
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Antrag auf Registrierung des Titels
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Abbildung 1: Arbeitsablauf bei der Cochrane-Review-Erstellung

Das Flussdiagramm zeigt schematisch die vorgeschriebenen Stationen, die vor der
Veroffentlichung zunachst des Protokolls und dann des Reviews durchlaufen werden
missen. Die Zustimmung der Editorial Base und der Peer-Reviewers ist hierfir in jedem
Fall obligat.
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relevanten zu untersuchenden Aspekte und aller anzuwendenden Auswertungsmethoden im
Vorfeld soll verhindert werden, dass Entscheidungen Uber den Einschluss von Studien, tber
dargestellte Ergebnisse oder (iber die Art der Ergebnisanalyse nachtraglich angepasst
werden, die angestrebte Objektivitdt der Analyse also durch Vorwissen Uber Art und Qualitat
der verfliigbaren Daten beeintrachtigt wird. Um die Umsetzung dieser Anforderungen sicher-
zustellen, ist die Teilnahme an einem Workshop der Cochrane Collaboration zur korrekten
Protokollerstellung obligat. Auf einem solchen Workshop wurde im Mai 2007 in Glasgow,
GroRbritannien, der Entwurf des Protokolls vor Mitgliedern der Heart Group prasentiert und
diskutiert. Das daraufhin unter Berlicksichtigung aller MalRRgaben erstellte Protokoll wurde
dann mehrfachen Bewertungen und Korrekturen unterworfen; zuerst intern durch
Mitglieder der Heart Group (Editorial Base), danach extern durch weitere Gutachter (Peer-
Reviewers). Nach Einarbeitung aller Anmerkungen der Gutachter wurde das Protokoll im
April 2008 in der Cochrane Database of Systematic Reviews veroffentlicht (Frobel et al.
2008).

Im Anschluss an die Veroffentlichung des Protokolls wurde nun die systematische Literatur-
recherche entsprechend den im Protokoll festgesetzten Vorgaben durchgefihrt,
ausgewertet, analysiert und in Form eines Cochrane-Reviews zusammengefasst (s.
Abschnitte 2.1.2.2. bis 2.1.2.4). Analog zum Vorgehen bei der Protokollerstellung schlossen
sich nun wiederholte Bewertungs- und Korrekturschritte sowohl intern durch die Editorial
Base als auch extern durch die Peer-Reviewers an. Das fertiggestellte Cochrane-Review
wurde im Januar 2009 in der Cochrane Database of Systematic Reviews veroffentlicht.
Gemal den Standards der Cochrane Collaboration ist geplant, ab diesem Zeitpunkt jeweils
im Abstand von etwa zwei Jahren Aktualisierungen durchzufiihren, um das Cochrane-Review
um potentielle neue Daten zu erweitern und so auf dem aktuellen Stand der Forschung zu

halten.

2.1.2 Methoden des Cochrane-Reviews

2.1.2.1 Definition des Zieles des Cochrane-Reviews

Ziel der systematischen Ubersichtsarbeit war es, alle verfiigbaren Informationen tiber Wirk-
samkeit und Sicherheit der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz bei Kindern mit Beta-

rezeptorenblockern zusammenzufassen.
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2.1.2.2 Kriterien fiir den Einschluss von Studien

In das Cochrane-Review eingeschlossen wurden alle randomisierten, kontrollierten
klinischen Studien, in denen die Wirkung einer Therapie mit Betarezeptorenblockern bei

padiatrischer chronischer Herzinsuffizienz untersucht wurde.

Die Teilnehmer der eingeschlossenen Studien waren Sauglinge und Kleinkinder (Alter 28
Tage bis 23 Monate gemall dem Einteilungssystem der Europadischen Arzneimittelagentur
(European Medicines Agency, EMA)) sowie Kinder (zwei bis elf Jahre) und Heranwachsende
(ab zwolf Jahren) bis zum Alter von 18 Jahren mit diagnostizierter chronischer Herz-
insuffizienz. Studien, deren Fokus auf der Untersuchung von Neu- und Friihgeborenen lag

(gemal EMA alle Kinder jlinger als 28 Tage) wurden nicht eingeschlossen (EMA 2001).

Eingeschlossen wurden Untersuchungen jeder Art von Betarezeptorenblocker, verabreicht
entweder als Monotherapie oder als Teil einer Kombinationstherapie. Die jeweiligen
Kontrollgruppen erhielten entweder Placebo oder Herzinsuffizienz-Standardmedikation
(Diuretika, Digoxin, ACE-Inhibitoren). Weder fiir die Dosierung noch fiir die Applikationsart

wurden Einschrankungen festgelegt.

Der Hauptendpunkt, der im Rahmen des Cochrane-Reviews untersucht wurde, war die
Verbesserung der chronischen Herzinsuffizienz, ausgedriickt entweder durch eine Senkung
von Sterblichkeit, Hospitalisierung und der Haufigkeit schwerwiegender klinischer Ereignisse,
durch eine Verbesserung auf einer Bewertungsskala wie der NYHA-Klassifizierung (NYHA
1994) oder dem Ross-Score (Ross et al. 1992), oder durch standardisierte Bewertung durch

Patienten, Eltern und Arzte.

Sekundare Endpunkte umfassten den Vergleich spezifischer hamodynamischer kardialer
Parameter wie zum Beispiel die echokardiographische Beurteilung der linksventrikuldaren
Ejektionsfraktion oder der Verkiirzungsfraktion. Einen weiteren sekundaren Endpunkt
bildete die Vertraglichkeit, also die Gesamtheit aller unerwiinschten Wirkungen, die von
Leitern und Teilnehmern der Studien berichtet wurden. Weiterhin wurde untersucht, ob die
eingeschlossenen Studien Angaben zu koérperlicher Belastbarkeit, Zumutbarkeit der
Behandlung, Lebensqualitdt aus Patientensicht und kostentkonomischen Bewertungen
enthielten. Sofern verfligbar wurden zusatzliche basale kardiovaskulare Parameter wie Herz-
frequenz und Blutdruck sowie Spiegel der in der Diagnostik der Herzinsuffizienz eingesetzten

Biomarker wie z. B. Spiegel des Brain-Type Natriuretischen Peptids (BNP) aufgezeichnet.
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2.1.2.3 Suchmethoden fiir die Literaturrecherche

Die Literaturrecherche umfasste systematische Suchen in den elektronischen Datenbanken
The Cochrane Central Register of Controlled Trial (CENTRAL) der Cochrane Library (Issue 4
2007), MEDLINE (1966 bis Januar 2008), EMBASE (1980 bis Januar 2008) und LILACS (1980
bis Januar 2008). Die detaillierten Suchstrategien sind in Tabelle 30 im Anhang aufgelistet. Es
erfolgte ausdriicklich kein Ausschluss aufgrund der Sprachen, in denen die Publikationen
verfasst waren. Weiterhin wurden die Zitationslisten thematisch relevanter Publikationen
auf weiteres potentiell relevantes Material untersucht; diese Suche ergab jedoch keine

Publikation, die nicht auch schon im Ergebnis der Datenbankrecherchen enthalten war.

2.1.2.4 Auswahl und Analyse der Daten

Autor und Koautor (A.-K. Frobel, S. Lder) untersuchten unabhangig voneinander die Titel und
Abstracts der Ergebnisse der Literaturrecherche daraufhin, inwiefern sie den oben
genannten Kriterien flr den Einschluss in das Cochrane-Review entsprachen. Auf dieser
Grundlage konnten alle Publikationen ausgeschlossen werden, die reine Ubersichtsarbeiten
waren oder bei denen es sich um Untersuchungen handelte, die ausschlieRlich beobachtend
(nicht-interventiv), retrospektiv oder nicht randomisiert waren oder deren Schwerpunkt
nicht auf der Betarezeptorenblockertherapie, Padiatrie oder der Therapie der chronischen

Herzinsuffizienz lag.

Aus den verbliebenen Publikationen extrahierten die beiden Autoren im nachsten Schritt
wiederum unabhangig voneinander Informationen und stellten sie zusammen.
Aufgezeichnet wurden die folgenden, vorab im Protokoll festgelegten Charakteristika der

Studien:

e Referenz (vollstandige Zitation)

e Studientyp (Randomisierung etc.)

e Studienkollektiv (Alter, zugrunde liegende Diagnose, Patientenanzahl etc.)

e Medikamentdse Interaktion (Art des verabreichten Betarezeptorenblockers etc.)
e Behandlungsdauer

e Weitere charakteristische und relevante Informationen

Nun wurde die methodische Qualitdt der eingeschlossenen Studien im Hinblick auf
verschiedene Quellen fiir systematische Fehler, die das Studienergebnis verzerren kénnen
(Bias), untersucht. Dies geschah mit den in Abschnitt sechs des Cochrane-Referenzwerkes
»The Cochrane Handbook for Systematic Reviews on Interventions“ (Higgins und Green

2008) vorgegebenen Methoden. Fir die Einschdtzung des Risikos fiir Selektionsbias
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(,selection bias“, Bias bei Teilnehmerauswahl) wurde die Umsetzung von Randomisierung
und verdeckter Zuordnung bewertet. Aus der Bewertung von Verblindung der Behandlung,
Verblindung der Untersuchung bzw. Auswertung und aus dem Anteil an frihzeitig
ausgeschiedenen Patienten (,losses to follow up”) ergaben sich die Risiken flir Messungsbias
(,detection bias“, Bias bei Erhebung der Endpunkte) und Verschleilbias (,attrition bias”, Bias

durch Ausscheiden von Studienteilnehmern).

Wie vorab im Protokoll festgelegt, sollte die Datenanalyse mithilfe der Cochrane-Review
Manager Software RevMan 5.0 durchgefiihrt werden. Wann immer moglich wurden daher
alle fur eine Intention-to-treat-Analyse geeigneten Daten zusammengestellt. Die Planung
gemal} Protokoll sah vor, fir kontinuierliche Ergebnisdaten mittlere Abweichungen und fir
dichotome Ergebnisdaten Odds-Ratios jeweils mit 95 %-Konfidenzintervallen zu berechnen.
Da jedoch die verfiigbaren Daten fiir eine gemeinsame statistische Auswertung zu heterogen
waren, wurden sie lediglich in narrativer Form zusammengefasst und gegenilibergestellt. Die
Festlegung der Auswertungsmethoden bleibt an dieser Stelle jedoch bestehen, da die
Moglichkeit besteht, dass zum Zeitpunkt einer zukinftigen Aktualisierung des Cochrane-

Reviews eine groRere Datenmenge vorliegt, die die beabsichtigte Auswertung ermoglicht.

Um eine Grundlage fiir die Entscheidung zu liefern, inwiefern Subgruppenanalysen moglich
und adaquat wdren, wurden die eingeschlossenen Publikationen auch explizit nach

Informationen zu folgenden Aspekten durchsucht:

e Patientenalter

e Verabreichte Dosis

e Verabreichte Substanz (Typ des Betarezeptorenblockers)
e Atiologie der Herzinsuffizienz

e Schwere der Herzinsuffizienz

e Erkrankungen weiterer Organe
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2.2 Bisoprolol- und Metoprolol-
Plasmakonzentrationszeitprofile

2.2.1 Probandenmedikation und Probengewinnung

2.2.1.1 Probandenprofile Metoprolol

Fiir die Erstellung von Plasmakonzentrationszeitprofilen mit Metoprolol wurden am Institut
flir Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf elf
gesunde Freiwillige rekrutiert (s. Tabelle 13 in Abschnitt 4.2.2). Nach entsprechender
Aufklarung gaben die Probanden ihr schriftliches Einverstandnis zur Durchfihrung der
Untersuchung. Die Einnahme von Metoprolol erfolgte auf niichternen Magen; das heil’t, die
Probanden nahmen in der Zeit vom Vorabend des Versuchs bis vier Stunden nach der
Einnahme ausschlielich Wasser zu sich. Am Morgen des Versuchstages wurde den
Probanden dann eine Verweilkaniile in eine Armvene gelegt. Uber diese wurde vor
Einnahme jeweils eine sogenannte Nullprobe entnommen. Das Volumen der Blutentnahmen
betrug jeweils 1 bis 2 ml Vollblut. Im Anschluss nahm jeder Proband eine Einzeldosis von
100 mg Metoprololtartrat (entsprechend 78 mg freier Base Metoprolol) in Form einer
schnell freisetzenden Tablette zusammen mit mindestens 250 ml Wasser ein (zum Fertig-
praparat s. Abschnitt 3.1.2.1). Weitere Blutproben wurden etwa0,5/1/1,5/2/3/4/5/
6/ 8/ 10 und 24 Stunden nach Metoprololeinnahme entnommen. Die genauen Zeitpunkte

der tatsachlich erfolgten Entnahmen wurden dabei minutengenau dokumentiert.

Die Blutproben wurden unmittelbar nach ihrer Entnahme durch Zentrifugation mit 4000 rpm
bei 4°C fir 20min in Blutplasma (Uberstand) und zellulire Bestandteile (Sediment)
aufgetrennt. Dann wurde das Blutplasma abpipettiert und bis zur weiteren Aufbereitung

tiefgefroren bei -20 °C gelagert.

2.2.1.2 Probandenprofile Bisoprolol

Fiir die Erstellung von Plasmakonzentrationszeitprofilen mit Bisoprolol wurden ebenfalls am
Institut fur Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf funf gesunde Freiwillige rekrutiert (s. Tabelle 13 in Abschnitt 4.2.2). Nach
entsprechender Aufklarung gaben die Probanden ihr schriftliches Einverstandnis zur Durch-
fihrung der Untersuchung. Die Bisoprololeinnahme erfolgte wie bereits fir Metoprolol
beschrieben auf niichternen Magen mit Nahrungskarenz vom Vorabend des Versuchs bis

vier Stunden nach der Einnahme mit Ausnahme von Wasser. Am Morgen des Versuchstages
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wurde den Probanden dann eine Verweilkaniile in eine Armvene gelegt. Uber diese wurde
vor Einnahme jeweils die Nullprobe entnommen. Das Volumen der Blutentnahmen betrug
jeweils 1 bis 2 ml Vollblut. Im Anschluss nahm jeder Proband eine Einzeldosis von 10 mg
Bisoprololfumarat (entsprechend 8,5 mg freier Base Bisoprolol) in Form einer schnell frei-
setzenden Tablette zusammen mit mindestens 250 ml Wasser ein (zum Fertigpraparat
s. Abschnitt 3.1.2.1). Es folgten Blutabnahmen im zeitlichen Abstand von etwa 0,5/ 1/ 2/
3/4/6/8/10/ 12/ 24/ 28 und 32 Stunden zur Bisoprololeinnahme. Die genauen Zeit-

punkte der tatsachlich erfolgten Entnahmen wurden dabei minutengenau festgehalten.

Die Blutproben wurden unmittelbar nach ihrer Entnahme durch Zentrifugation mit 4000 rpm
bei 4°C fir 20 min in Blutplasma (Uberstand) und zellulire Bestandteile (Sediment)
aufgetrennt. Dann wurde das Blutplasma abpipettiert und bis zur weiteren Aufbereitung

tiefgefroren bei -20 °C gelagert.

2.2.1.3 Patientenprofile Bisoprolol

Die Probengewinnung fiir die Patientenprofile von Bisoprolol im Rahmen der DuMBO-Studie
ist in Abschnitt 2.4.2.4 beschrieben.

2.2.2 Quantifizierung von Metoprolol im Blutplasma

Die Bestimmung der Metoprololkonzentration aus dem Blutplasma erfolgte mittels Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie mit Fluoreszenzdetektion und Bisoprolol als Internem
Standard (Albers et al. 2005). Die Quantifizierung erfolgte dabei analog zu dem in
Abschnitt 2.2.3.2 erlduterten Prinzip. Diese Methode ist flir einen Einsatz von 500 pl Plasma
fur den Konzentrationsbereich von 2,4 bis 195,2 ug/| freier Base Metoprolol im Blutplasma
validiert; die Richtigkeit liegt dabei zwischen 90,2 und 98,9 %, die Prazision (der Variations-
koeffizient des arithmetischen Mittelwertes der Konzentrationen) zwischen 0,6 und 15,5 %
(Albers et al. 2005).

500 pl Blutplasma wurden mit 500 ul Boratpuffer (s. Abschnitt 3.1.1.3) versetzt (In einem Fall
(s. Ergebnisteil) lagen die bestimmten Konzentrationen oberhalb der oberen Bestimmungs-
grenze von 195,2 pg/l; hier wurde die Aufbereitung mit einem geringeren Plasmavolumen
wiederholt). Zu allen Mess- und Vergleichs-, nicht jedoch zu den Leerwerten wurde 100 pl
Bisoprolol-Standardlésung (s. Abschnitt 3.1.1.3) gegeben. Die Vergleichswerte wurden
zusatzlich mit 100 ul Metoprolol-Standardldsung (s. Abschnitt 3.1.1.3) versetzt. Im Anschluss
wurden die Proben durch Vibration auf dem Vortex-Schiittler griindlich durchmischt und mit

4000 rpm bei 4 °C fur 20 min zentrifugiert.
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Abbildung 2: Strukturformel von Metoprolol
(RS)-1-(Isopropylamino)-3-[4-(2-methoxyethyl)phenoxy]-2-propanol

Im nachsten Schritt erfolgte die Aufreinigung der Proben per Festphasenextraktion. Das
Extraktionssystem bestand aus CN-Kartuschen (,,Saulen”) (s. Abschnitt 3.1.1.5), die mit einer
Steckvorrichtung auf einer Vakuumkammer befestigt wurden. Zur Reinigung und Aktivierung
wurden die Saulen zweimal mit je 1 ml Methanol und anschlieRend zweimal mit je 1 ml
Wasser (s. Abschnitt 3.1.1.2) gespiilt. Dann wurden die Uberstinde der zentrifugierten
Proben auf die Extraktionssdulen Uberfiihrt und mithilfe eines angelegten Unterdruckes
tropfenweise durch die Sdulen gezogen. Analyt und Interner Standard verblieben dabei
aufgrund ihrer Affinitdt zum Saulenmaterial in der Sdule. Um ungebundene und hydrophile
Probenbestandteile zu entfernen, folgten nun zwei weitere Spilschritte mit je 1 ml Wasser.
Die auf den Sdulen gebundenen Substanzen wurden dann mit zweimal je 400 pl Methanol
eluiert und in Zentrifugenglasern aufgefangen. AnschlieRend wurden die Proben durch
Erwarmen auf 40 °C auf dem Heizblock und Einleiten von Stickstoff zur Trockene eingeengt.
Die Rickstande wurden mit je 200 ul Metoprolol-FlieBRmittel (s. Abschnitt 3.1.1.3)
aufgenommen, auf dem Vortex-Schiittler griindlich durchmischt und mit 4000 rpm bei 4 °C
fiir 20 min zentrifugiert, um Partikel aus der Sdulenmatrix abzutrennen. Je 100 pl des Uber-

standes wurden dann in ein GefaR fir die HPLC-Vermessung tGberfiihrt und analysiert.

Fiir die Vermessung der Proben wurde eine HPLC-Anlage der Firma Shimadzu mit der dazu-
gehorigen Software verwendet (s. Abschnitt 3.1.1.4). Vor Beginn der Messungen wurde das
HPLC-System mit CN-RP-Vor- und Trennsaule (s. Abschnitt 3.1.1.4) mindestens eine Stunde
lang mit Metoprolol-FlieRmittel aquilibriert. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Die
Leitungen des automatischen Probengebers und des Injektionssystems wurden vor und nach
jeder Probeninjektion mit einer Mischung aus 70 Volumenteilen Wasser und 30 Volumen-
teilen Acetonitril gespult. Es wurde ein Probenvolumen von 50 ul injiziert. Die Detektion
erfolgte per Fluoreszenzdetektor mit Wellenlangen von 225 nm fir die Exzitation und
310 nm fir die Emission. Die Analysezeit betrug 20 min; die Retentionszeit fiir den Analyten
Metoprolol lag bei etwa 12 min, die fir den Internen Standard Bisoprolol bei etwa 14,5 min.
Die Berechnung der Plasmakonzentrationen erfolgte basierend auf den Peakhdhen in den

nach Fluoreszenzdetektion resultierenden Chromatogrammen.
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2.2.3 Quantifizierung von Bisoprolol im Blutplasma

2.2.3.1 Methodenentwicklung

Bei Erwachsenen ist es in der Regel unproblematisch, wiederholt Blutproben von mehreren
Millilitern Volumen zu entnehmen; so entsprache bei einem typischen Gesamtblutvolumen
von 51 die Entnahme von beispielsweise 10 ml Blut lediglich einem Anteil von 0,2 %. Im
Gegensatz hierzu ist bei Kindern aufgrund geringerer Gesamtblutvolumina und kleinerer
anatomischer Strukturen oftmals nur wenig Material fir eine Blutanalyse verfiigbar. Im
Rahmen der DuMBO-Studie war daher geplant, pro Messpunkt je 1ml Vollblut zu
entnehmen; dieser Blutverlust gilt auch bei den jlingsten respektive leichtesten Studienteil-

nehmern als ethisch vertretbar, wie in Abschnitt 2.4.3.3 erlautert wird.

Daher wurde eine Methode zur Bestimmung der Bisoprololkonzentration aus 500 pl Blut-
plasma entwickelt und validiert. Diese Methode umfasst Festphasenextraktion und Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) mit Fluoreszenzdetektion; als Interner Standard
fungiert Metoprolol. Sie ermoglicht eine Quantifizierung von Bisoprolol in einem
Konzentrationsbereich von 3,125 bis 100 pg/I. Die Validierung der Methode erfolgte gemaR
den Vorgaben der amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehorde (U.S. Food and Drug
Administration, FDA) (FDA 2001).

2.2.3.2 Probenaufbereitung und Messprotokoll

* Prinzip der Quantifizierung

Die Methode beinhaltet die Verwendung von Metoprolol als Internem Standard. Dieser
wurde allen Proben, aus denen Bisoprolol bestimmt werden sollte, in identischer definierter
Menge zugesetzt. Durch Normierung des Peaks des Analyten im resultierenden
Chromatogramm auf den Peak des Internen Standards kénnen potentielle Substanzverluste
und Storeffekte wahrend der Aufbereitung ausgeglichen werden, wenn diese Analyt und

Internen Standard gleichermalien betreffen.

Zur Quantifizierung des Bisoprololgehaltes der Proben wurden Vergleichsproben bekannten
Gehaltes vermessen. Hierflr wurde Plasma gesunder Probanden ohne jegliche Medikation
(,Leerplasma“) mit einer definierten Menge Bisoprolol versetzt. Aus dem Ergebnis der
Vermessung der Vergleichsproben konnte dann Uber eine Dreisatzrechnung der Gehalt der
zu analysierenden Proben bestimmt werden. Mit jeder Messreihe erfolgte auch die
Aufbereitung eines sogenannten ,Leerwertes”, d. h. einer Probe des fiir die Vergleichs-

proben verwendeten Leerplasmas, dem weder Analyt noch Interner Standard zugesetzt
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worden waren, sodass Interferenzen, also Uberlagerungen der auszuwertenden Peaks mit
anderen Peaks, ausgeschlossen werden konnten. Im Rahmen der Methodenvalidierung
wurde weiterhin mit jeder Messreihe pro Konzentration ein sogenannter ,100 %-Wert“
vermessen. Dieser enthielt Analyt und Internen Standard in den gleichen Mengen wie die
jeweils entsprechenden aufzubereitenden Proben, wurde jedoch nicht mit Plasma versetzt,
sondern direkt mit FlieBmittel auf das endgiiltige Probenvolumen aufgefiillt und ohne
jegliche Aufbereitung vermessen. Durch Quotientenbildung mit dem jeweils entsprechenden
»100 %-Wert“ konnte so fur jede vermessene Konzentration die Wiederfindung (Recovery)

bestimmt werden.

)\O/\/O\/Q/ \r

Abbildung 3: Strukturformel von Bisoprolol
(RS)-1-[4-(2-Isopropoxyethoxymethyl)phenoxy]-3-(isopropylamino)-2-propanol

= Aufbereitung und Vermessung der Proben

500 pl Blutplasma wurden mit 500 pl Boratpuffer (s. Abschnitt 3.1.1.3) versetzt. Zu allen
Mess- und Vergleichswerten, nicht jedoch zu den Leerwerten wurden dann 100 pl
Metoprolol-Standardlésung (s. Abschnitt 3.1.1.3) gegeben. Die Vergleichswerte wurden
zusatzlich mit 100 pl, die Proben fir die Methodenvalidierung mit dem die jeweilige Ziel-
konzentration ergebenden Volumen Bisoprolol-Standardlosung (s. Abschnitt 3.1.1.3)
versetzt. Im Anschluss wurden die Proben durch Vibration auf dem Vortex-Schittler grind-

lich durchmischt und mit 4000 rpm bei 4 °C fiir 20 min zentrifugiert.

Im nachsten Schritt erfolgte die Aufreinigung der Proben per Festphasenextraktion. Das
Extraktionssystem bestand aus CN-Kartuschen (,,Saulen®) (s. Abschnitt 3.1.1.5), die mit einer
Steckvorrichtung auf einer Vakuumkammer befestigt wurden. Zur Reinigung und Aktivierung
wurden die Sdulen zweimal mit je 1 ml Methanol und anschlieffend zweimal mit je 1 ml
Wasser (s. Abschnitt 3.1.1.2) gespiilt. Dann wurden die Uberstinde der zentrifugierten
Proben auf die Extraktionssdulen Uberflihrt und mithilfe eines angelegten Unterdrucks
tropfenweise durch die Saulen gezogen. Analyt und Interner Standard verblieben dabei
aufgrund ihrer Affinitat zum Saulenmaterial in der Sdaule. Um ungebundene und hydrophile
Probenbestandteile zu entfernen, folgten nun zwei weitere Spllschritte mit je 1 ml Wasser.

Die auf den Sdulen gebundenen Substanzen wurden dann mit zweimal je 400 pul Methanol
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eluiert und in Zentrifugenglasern aufgefangen. AnschlieRend wurden die Proben durch
Erwarmen auf 40 °C auf dem Heizblock und Einleiten von Stickstoff zur Trockene eingeengt.
Die Ruckstdande wurden mit je 200 pl ,Bisoprolol-FlieBmittel” (s. Abschnitt 3.1.1.3)
aufgenommen, auf dem Vortex-Schittler griindlich durchmischt und mit 4000 rpm bei 4 °C
fiir 20 min zentrifugiert, um Partikel aus der Sdulenmatrix abzutrennen. Je 100 pl des Uber-

standes wurden dann in ein GefaR fur die HPLC-Vermessung tberfiihrt und analysiert.

Fiir die Vermessung der Proben wurde eine HPLC-Anlage der Firma Shimadzu mit der dazu-
gehorigen Software verwendet (s. Abschnitt 3.1.1.4). Vor Beginn der Messungen wurde das
HPLC-System mit CN-RP-Vor- und Trennsaule (s. Abschnitt 3.1.1.4) mindestens eine Stunde
lang mit Bisoprolol-FlieBmittel dquilibriert. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Die
Leitungen des automatischen Probengebers und des Injektionssystems wurden vor und nach
jeder Probeninjektion mit einer Mischung aus 70 Volumenteilen Wasser und
30 Volumenteilen Acetonitril gespiilt. Es wurde ein Probenvolumen von 50 pl injiziert. Die
Detektion erfolgte per Fluoreszenzdetektor mit Wellenlangen von 225 nm fiir die Exzitation
und 300 nm fiir die Emission. Die Analysezeit betrug 20 min; die Retentionszeit fiir den
Analyten Bisoprolol lag bei etwa 14,5 min, die fir den Internen Standard Metoprolol bei
etwa 12 min. Die Berechnung der Plasmakonzentrationen erfolgte basierend auf den Flachen
der Peaks in den nach Fluoreszenzdetektion resultierenden Chromatogrammen.

Reprasentative Chromatogramme sind in Abschnitt 4.2.1.1 gezeigt.

Die Methode wurde im Einklang mit den Vorgaben der amerikanischen Arzneimittel-
zulassungsbehorde Food and Drug Administration (FDA) validiert (FDA 2001). Das Ergebnis
der Validierung ist in Abschnitt 4.2.1 beschrieben.

2.2.4 Phano- und Genotypisierung fiir CYP2D6

2.2.4.1 Konzept der Charakterisierung des CYP2D6-Polymorphismus

Das Enzym Cytochrom P450 2D6, kurz CYP2D6, ist wesentlich an der Metabolisierung einer
Reihe verschiedenster Arzneistoffe beteiligt, darunter Metoprolol aber auch beispielsweise
Fluoxetin, Propafenon, Tamoxifen und Tramadol (Allegaert et al. 2005; Kirchheiner et al.
2001; Zanger et al. 2004). Das Gen fur CYP2D6 wird polymorph exprimiert; die Aktivitat des
Enzyms im einzelnen Individuum, der Phanotyp, ist also abhangig von der individuellen

genetischen Veranlagung, dem Genotyp.

In Populationen unterschiedlicher genetischer Abstammung sind die einzelnen Geno- und

Phanotypen mit unterschiedlichen Haufigkeiten vertreten. Die kaukasische Bevoélkerung
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besteht mit etwa 65 bis 85 % zur Mehrzahl aus sogenannten Normalen Metabolisierern fiir
CYP2D6 (Extensive Metabolizers, EMs) und zu 5 bis 10 % aus sogenannten Langsamen
Metabolisierern (Poor Metabolizers, PMs) (Sachse et al. 1997; Sistonen et al. 2007; Zanger et
al. 2004). Zu den genauen Prozentsdtzen und einer moglichen Einteilung weiterer, kleinerer
Untergruppen (Ultraschnelle und Intermedidare Metabolisierer) finden sich in der Literatur
stark unterschiedliche Angaben, je nachdem, ob die Einteilung auf Basis des Genotyps oder
des Phanotyps vorgenommen und welches CYP2D6-Testsubstrat fiir die Phanotypisierung

eingesetzt wurde.

Die Bestimmung des CYP2D6-Genotyps erfolgt per Nachweis der Basensequenz entweder
des sogenannten Wildtyps oder verschiedener Mutationen des Gens. Die Phanotypisierung
flir CYP2D6 zeigt die Fahigkeit des Organismus zur Umsetzung eines typischen CYP2D6-
Substrates wie zum Beispiel Dextromethorphan und stellt somit die tatsachlich resultierende
Enzymaktivitdt dar. Aus dem Genotyp kann nun in vielen Fallen auf den Phéanotyp
geschlossen werden; so fanden Sachse et al. heraus, dass es sich in ihrer Untersuchung in
allen Féllen, in denen ausschlieRlich zu CYP2D6-Inaktivitat flihrende Allele detektiert wurden,
auch phanotypisch um Langsame Metabolisierer handelte (Sachse et al. 1997). Der Phanotyp
kann jedoch auRer durch den Genotyp noch durch andere Faktoren beeinflusst werden:
Beispielsweise konnen Leberfunktionsstérungen oder die Einnahme von CYP2D6-Inhibitoren

die Enzymaktivitat beeinflussen.

Die Kenntnis des Phanotyps allein genligt also nicht, um daraus den Genotyp abzuleiten und
umgekehrt. Aus diesem Grund wurden fiir die Probanden der vorliegenden Untersuchung
mit dem CYP2D6-Substrat Metoprolol sowohl eine Genotypisierung als auch eine

Phanotypisierung vorgenommen.

2.2.4.2 Phanotypisierung fiir CYP2D6

= Prinzip der Phanotypisierung

Die Phanotypisierung fir das polymorph exprimierte Enzym CYP2D6 erfolgte unter
Verwendung der Testsubstanz Dextromethorphan. CYP2D6 katalysiert die O-Demethylierung
von Dextromethorphan zu seinem Metaboliten Dextrorphan, der im Anschluss
glucuronidiert wird. Die Aktivitat des Enzyms spiegelt sich daher in dem Verhaltnis der
Konzentrationen von Muttersubstanz und Metabolit im Urin wider (Lutz et al. 2004). Als Mal
flir die Aktivitat von CYP2D6 wird der Logarithmus des Quotienten aus Muttersubstanz- und
Metaboliten-Konzentration verwendet (,logarithmic metabolic ratio”, logMR). Je schneller

die Metabolisierung erfolgt, desto kleiner ist der logMR-Wert. Gemals der Einteilung von
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Funck-Brentano et al. liegt der logMR-Wert bei Normalen Metabolisierern unter -0,08 und

bei Langsamen Metabolisierern tber -0,08 (Funck-Brentano et al. 2005).

= Probandenmedikation und Probengewinnung

Als Testprdparat wurden Kapseln mit 30 mg Dextromethorphanhydrobromid-Monohydrat
entsprechend 22 mg Dextromethorphan freier Base verwendet (zum Fertigpraparat s.
Abschnitt 3.1.2.1). Die Probanden gaben zundchst eine Urinprobe vor der Einnahme ab
(,Nullwert”); dann nahmen sie zur Nacht eine Dosis (30 mg) des Testpraparates ein. Vom
Zeitpunkt der Einnahme an wurde Uber acht Stunden der Urin quantitativ gesammelt; ein
aliguoter Teil dieses Sammelurins (,,Achtstundenwert”) wurde ebenfalls abgegeben. Sowohl
im ,,Nullwert” als auch im ,Achtstundenwert” wurden nun Dextromethorphan und
Dextrorphan per Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) mit Fluoreszenzdetektion

guantifiziert.

= Quantifizierung von Dextromethorphan und Dextrorphan im Urin

Zur Quantifizierung von Dextromethorphan und Dextrorphan in den Urinproben wurde die
von Jurima-Romet et al. beschriebene Methode verwendet (Jurima-Romet et al. 1997).
Analog zu dem in Abschnitt 2.2.3.2 beschriebenen Prinzip wurde ein Interner Standard, in
diesem Fall Verapamil, eingesetzt und die Quantifizierung erfolgte durch Normierung auf
einen ,Vergleichswert” bekannter Dextromethorphan- und Dextrorphankonzentration. Der
Ausschluss von Interferenzen erfolgte durch Aufbereitung und Vermessung der jeweiligen
,Nullwerte” sowie einer Probe des arzneistofffreien Urins, der als Matrix fur die

,Vergleichswerte” eingesetzt wurde (,Leerwert”).

Fir die ,Vergleichswerte” wurde 1 ml arzneistofffreier Urin eines gesunden Probanden mit
50 ul Dextromethorphan- und 50 ul Dextrorphan-Standardlésung (s. Abschnitt 3.1.1.3)
versetzt. Diese Proben sowie aliquote Volumina von 1 ml aller Gbrigen zu vermessenden
Proben wurden dann liber Nacht bei 37 °C mit je 2000 Einheiten Betaglucuronidase in je 1 ml
Kaliumacetatpuffer (0,1 M, pH 5,0; s. Abschnitt 3.1.1.3) inkubiert, um Glucuronide in den
Urinproben der Untersuchungsteilnehmer zu hydrolysieren. Im Anschluss wurde allen
Proben mit Ausnahme der ,Nullwerte” und des ,Leerwertes” 10 ng Verapamil als Interner
Standard zugesetzt (10 pl Verapamil-Standardlosung, s. Abschnitt 3.1.1.3). Nach griindlicher
Durchmischung mit dem Vortex-Schiittler und Abzentrifugieren der Proben bei 4000 rpm
und 4 °C fir 20 min folgte im nachsten Schritt die Aufreinigung der Proben per Festphasen-
extraktion. Das Extraktionssystem bestand aus  CN-Kartuschen (,Saulen”)
(s. Abschnitt 3.1.1.5), die mit einer Steckvorrichtung auf einer Vakuumkammer befestigt

wurden. Zur Reinigung und Aktivierung wurden die Saulen zweimal mit je 2,5 ml Methanol
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und anschlieRend zweimal mit je 2,5 ml Wasser (s. Abschnitt 3.1.1.2) gespilt. Dann wurden
die Uberstinde der abzentrifugierten Proben auf die Extraktionssidulen (iberfiihrt und
mithilfe eines angelegten Unterdruckes tropfenweise durch die Saulen gezogen. Analyt und
Interner Standard verblieben dabei aufgrund ihrer Affinitdt zum Sdulenmaterial in der Saule.
Um ungebundene und hydrophile Probenbestandteile zu entfernen, folgten nun zwei
weitere Spulschritte mit je 1 ml Wasser. Die auf den Sdulen gebundenen Substanzen wurden
dann mit zweimal 250 pl ,,Phanotypisierungs-Extraktionspuffer” (s. Abschnitt 3.1.1.3) eluiert
und aufgefangen. Anschliefend wurden die Proben mit 4000 rpm bei 4 °C fir 20 min zentri-
fugiert, um Partikel aus der Sdulenmatrix abzutrennen. Je 80 pl des Uberstandes wurden

dann in ein Gefal’ fiur die HPLC-Vermessung liberflihrt und analysiert.

Fiir die Vermessung der Proben wurde eine HPLC-Anlage der Firma Shimadzu mit der dazu-
gehorigen Software verwendet (s. Abschnitt 3.1.1.4). Vor Beginn der Messungen wurde das
HPLC-System mit CN-RP-Vor- und Trennsaule (s. Abschnitt 3.1.1.4) mindestens eine Stunde
lang mit ,,Phanotypisierungs-FlieRmittel” (s. Abschnitt 3.1.1.3) &dquilibriert. Das Injektions-
volumen betrug 25 pul; die FlieRgeschwindigkeit 1,2 ml bei einer Analysenzeit von 9 min. Die
Anregung zur Fluoreszenz erfolgte bei einer Wellenlange von 270 nm und die Messung der
Emission bei 300 nm. Die Auswertung erfolgte basierend auf den Hohen der Peaks in den

nach Fluoreszenzdetektion resultierenden Chromatogrammen.

2.2.4.3 Genotypisierung fiir CYP2D6

Die Genotypisierung fiir CYP2D6 wurde durch das Labor fiir Genetik am Institut fiir Klinische
Pharmazie und Pharmakotherapie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf per Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (real-time polymerase chain reaction, real-time PCR) mit dem
TagMan®-System durchgefuhrt. Zusatzlich zur Untersuchung auf das Vorliegen
verschiedener Punktmutationen erfolgte eine sogenannte Relative Quantifizierung (s. u.).
Dies tragt der Tatsache Rechnung, dass sich der Polymorphismus des CYP2D6-Gens sowohl
in Punktmutationen mit partiellem oder totalem Verlust der Enzymaktivitat als auch in
unterschiedlichen Anzahlen an Genkopien bis hin zu vélligem Fehlen des Gens duBern kann
(Sachse et al. 1997).

Die jeweiligen Mutationen des CYP2D6-Gens werden durch Sternchen (*) gekennzeichnet
und durch darauf folgende Zahlen unterschieden. Die Genotypisierung wurde fiir die Allele
CYP2D6*1, *2, *3, *4, *5, *6, *10 und *41 durchgefiihrt. Das Allel CYP2D6*1, das in der
kaukasischen Bevolkerung mit einer Haufigkeit von 36 % vertreten ist (Sachse et al. 1997),
entspricht dem sogenannten Wildtyp. Da das Allel CYP2D6*2 ebenfalls zu voller Enzym-
aktivitat fuhrt und mit 32 % auch ahnlich haufig auftritt (Sachse et al. 1997), werden in der
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Ergebnisdarstellung (s. Abschnitt 4.2.2) beide Allele unter dem Begriff Wildtyp zusammen-
gefasst. Die Allele CYP2D6*10 und *41 codieren fiir Enzyme mit eingeschrdankter Aktivitat,
CYP2D6*3, *4 und *6 fir Enzyme mit volliger Inaktivitat, CYP2D6*5 fiir Inaktivitat infolge
kompletter Deletion des Gens (Sachse et al. 1997).

Die Durchfiihrung der Genotypisierung einschliefllich der Relativen Quantifizierung in der
Arbeit von R6hm beschrieben und validiert (R6hm 2010): Fir die Aufbereitung der Proben
wurde ein Volumen von 200 pl Vollblut eingesetzt; die Isolierung der DNS aus Leukozyten
erfolgte mit Materialien der Firma Qiagen (QlAamp Blood Mini Kit; Qiagen, Disseldorf). Die
Genotypisierung wurde fiir die Allele CYP2D6*1, *2, *3, *4, *6, *10 und *41 mit kommerziell
erhéltlichen Assays der Firma Applied Biosystems Inc (Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Die
Relative Quantifizierung erfolgte gemal publizierter Methoden (Livak und Schmittgen 2001;
Schaeffeler et al. 2003); sie dient der Bestimmung der Anzahl an CYP2D6-Genkopien. Dies
schliel3t auch die Detektion der vollstandigen Deletion des Gens, Mutation CYP2D6*5, ein.

Durch die Detektion der Mutationen CYP2D6*3, *4, *5 und *6, wie sie im Rahmen dieser
Arbeit stattfand, werden unter Annahme der von Sachse et al. (Sachse et al. 1997)
bestimmten Haufigkeiten in der kaukasischen Bevolkerung 99 % aller Mutationen mit Folge
einer vollstandigen CYP2D6-Inaktivitat, also 99 % aller genotypisch begriindeten Langsamen

Metabolisierer (Poor Metabolizers, PMs), identifiziert.
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2.3 Physiologiebasierte pharmakokinetische Simulation
(PBPK-Simulation)

2.3.1 Prinzip und Aufbau des PBPK-Modells

2.3.1.1 Modellstruktur und -funktionen

Wie in Abschnitt 1.2.4 dargelegt, dienen physiologiebasierte pharmakokinetische Modelle
(PBPK-Modelle) der Darstellung der fiir Absorption, Distribution, Metabolisierung und
Exkretion (ADME) verantwortlichen Prozesse auf Grundlage physiologischer und

anatomischer Informationen sowie physiko-chemischer Eigenschaften von Wirkstoffen.

Die PBPK-Simulationen wurden mit der kommerziell erhiltlichen Software PK-Sim® (Bayer
Technology Services) durchgefiihrt. In dem der Software zugrunde liegenden komplexen
Ganzkorper-PBPK-Modell wird der menschliche Korper, wie in Abbildung 4 dargestellt, durch
miteinander verknlpfte Kompartimente reprasentiert. Jedes Kompartiment wird in die
Subkompartimente vaskuldrer, interstitieller sowie zelluldrer Raum unterteilt, wobei der
vaskuldre Raum wiederum aus Blutplasma und Blutzellen besteht. Der Massetransport
zwischen den Kompartimenten geschieht in Abhdngigkeit von organ- und gewebespezi-
fischen Blutflussraten und wird durch Massenerhaltungsgleichungen beschrieben, die in
Form gekoppelter Differentialgleichungen miteinander kombiniert sind. Fir die Durch-
fihrung von Simulationen wird dieses System zeitabhangiger Differentialgleichungen
numerisch gelost. Es ergeben sich fir alle in den Gleichungen berticksichtigten Komparti-
mente Konzentrationszeitverlaufe, aus denen dann pharmakokinetische Parameter

berechnet werden kénnen (Edginton et al. 2008; Willmann et al. 2003a).
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Abbildung 4: Kompartimente im PBPK-Modell der PK-Sim®-Software

Das Schema zeigt die Struktur der Verschaltung der einzelnen Kompartimente im
verwendeten PBPK-Modell. Ausgehend vom arteriellen Blutpool werden die einzelnen
Organe durchblutet, wobei der Blutstrom aus Magen, Dinn- und Dickdarm, Bauch-
speicheldrise und Milz in die Portalvene mindet und Uber die Leber in den vendsen
Blutpool gelangt. Das Blut aus den Gbrigen Kompartimenten miindet direkt in den vendsen
Blutpool (Abbildung modifiziert nach (Willmann et al. 2003a)).

Die Absorption eines peroral applizierten Arzneistoffs Giber den Gastrointestinaltrakt wird im
Modell auf der einen Seite durch seine physiko-chemischen Eigenschaften wie Lipophilie und
pKs-Wert, auf der anderen Seite durch physiologische Parameter wie Magenentleerungszeit,
intestinale Transitzeit sowie Durchmesser, Lange, Oberflaiche und pH-Wert des Intestinums
bestimmt. Die hierfir verwendeten Werte sind verschiedenen Publikationen entnommen
und publiziert worden (Willmann et al. 2004). Die Magenentleerungszeit ist im Modell als die
Zeit definiert, in der der (1-1/e)-te Teil (etwa 63 %) einer auf niichternen Magen oder 100 %
einer auf gefillten Magen verabreichten Dosis den Magen verladsst (Willmann et al. 2004).
Die intestinale Transitzeit bezeichnet die Dauer der Dinndarmpassage einer Dosis. Aus dem
Gastrointestinaltrakt erfolgt nun Absorption, wobei dem Diinndarm hier aufgrund seiner

groflen Oberflache eine besonders wichtige Rolle zukommt. Der Diinndarm wird im Modell
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als einzelnes Kompartiment betrachtet, dessen Oberflaiche und pH-Wert sich abschnitts-
weise verdandern (Willmann et al. 2003b). Bei dem Absorptionsvorgang selbst handelt es sich
um einen Verteilungsvorgang vom Organlumen durch die biologische Membran in das Organ
hinein. Mechanistisch wird dies im Modell genauso beschrieben wie die im Anschluss statt-

findende Verteilung zwischen verschiedenen Kompartimenten innerhalb des Korpers:

Zur Darstellung von Verteilungsvorgangen wird auf Grundlage der physiko-chemischen
Eigenschaften des Arzneistoffes berechnet, wie sich der Arzneistoff im Steady State jeweils
zwischen Organ und Plasma sowie Blutzellen und Plasma aufteilt. Dieses Verhalten wird
durch Verteilungskoeffizienten charakterisiert. Von den verschiedenen Modellen fiir die
Berechnung von Verteilungskoeffizienten, die in die Software integriert sind, wurde fiir die
sekundaren Amine Bisoprolol und Metoprolol das Verteilungskoeffizientenmodell nach
Rodgers und Rowland verwendet, da dieses Modell spezifisch das Verhalten von Substanzen
beschreibt, die bei physiologischem pH-Wert ionisiert vorliegen (Rodgers et al. 2005a;
2005b). Wahrend das AusmaR der Verteilung in ein bestimmtes Kompartiment mithilfe des
Verteilungskoeffizientenmodells vorhergesagt wird, ergibt sich die Rate der Verteilung, der
,Permeationsparameter”, aus dem jeweiligen Produkt von Permeabilitdt und Oberflache (s.
Abbildung 5) (Willmann et al. 2003a). Ein spezifischer Arzneistoff verteilt sich nun in die
verschiedenen Kompartimente des Korpers in stark unterschiedlichem Ausmald, abhangig
von der GroRe eines Organs oder Gewebes sowie seinem Gehalt an Wasser, Protein und
Lipiden. In der Software sind daher Daten lber OrgangrofRen und Gewebebeschaffenheit
verschiedener Spezies, und, hier vor allem relevant, fir Menschen verschiedener Rasse,
verschiedenen Geschlechts und verschiedenen Alters hinterlegt. Diese Datensatze stammen
dabei aus umfangreichen Studien zur Erhebung typischer bzw. mittlerer anatomischer und
physiologischer Parameter groRer Bevolkerungsgruppen; so sind beispielsweise die durch-
schnittlichen Charakteristika von Europdern der Referenzwertsammlung der International

Commission on Radiological Protection entnommen (ICRP 2002).

Metabolisierung und Elimination werden im Modell durch Eingabe von Clearances bestimmt.
Art und GroRe der Clearances werden im Rahmen der Modellerstellung der Literatur
entnommen und entstammen somit pharmakokinetischen Studien mit dem betreffenden
Arzneistoff. Fiir Kinder werden die Clearances zudem speziell an das Alter angepasst; dies

wird in Abschnitt 2.3.1.2 detailliert beschrieben.

-32-



2 METHODEN — 2.3 Physiologiebasierte pharmakokinetische Simulation (PBPK-Simulation)

¥R oL
?.’.'.;'f'
z';"
&
Qo - Corg Qorg” Caiut
— #
I:’ﬁ\org

Corg = Korg " Caiut

“

| @

c'ren

Abbildung 5: Verteilung und Elimination im verwendeten PBPK-Modell

Die Darstellung zeigt schematisch, durch welche Parameter im verwendeten PBPK-Modell
Verteilungs- und Eliminationsprozesse reprasentiert werden. Dabei bezeichnen ,,Cg:“ und
»Corg" die Arzneistoffkonzentration im Blut bzw. im betreffenden Organ; ,Qo“ steht fir die
Blutflussrate im Organ, ,,PAo"“ bezeichnet die Permeabilitdt, , Ko den Organ-Blutplasma-
Verteilungskoeffizienten unter Gleichgewichtsbedingungen und ,,Clye,” und ,,Clren” stehen
fir die hepatische bzw. renale Clearance (Abbildung modifiziert nach (Willmann et al.
2003a)).

= Populationspharmakokinetische Simulationen (Pop-PK-Simulation)

Mit den beschriebenen Angaben und Einstellungen sowie Informationen lber Geschlecht,
Rasse, Alter, GroRe und Gewicht eines Individuums kann nun die Pharmakokinetik des
Arzneistoffes fur dieses Individuum simuliert werden. Dabei werden fiir Clearances und
gastrointestinale Parametern jedoch mittlere Werte aus der Literatur eingesetzt; diese
Parameter variieren zwischen den Individuen und sind fir den konkreten Einzelfall in der
Praxis oft nicht bekannt. Auch die im Modell hinterlegten physiologischen Parameter wie
Organgroflen und Gewebezusammensetzungen, fir die ebenfalls mittlere Werte
angenommen werden, zeigen naturgemal interindividuelle Variabilitat. Dem Vorhandensein
solcher Schwankungsbereiche kann durch die Simulation von Populationen anstelle

einzelner Individuen Rechnung getragen werden. Hierbei werden Simulationen der
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Pharmakokinetik fir eine Population von bis zu 1000 Individuen durchgefiihrt, wobei die
Software definierte Parameter entsprechend vorgegebener Bereiche und Verteilungen
variiert. So kénnen der mannliche oder weibliche Anteil der Population sowie Minimal- und
Maximalwerte fir Alter, KoérpergroRe, Korpergewicht oder Body-Mass-Index vorgegeben
oder als zuféllig auswahlbar offengelassen werden. Hiervon ausgehend werden nun nach
dem im Folgenden beschriebenen Algorithmus virtuelle Individuen generiert, wobei jedoch
ausschlieBlich anatomisch und physiologisch realistische Parameterkombinationen

zugelassen werden (Willmann et al. 2007).

Um ein einzelnes virtuelles Individuum zu erzeugen, miissen als Ausgangspunkt Alter, Rasse
und Geschlecht vorgegeben werden. Weiterhin sind Zielwerte fir zwei der drei Parameter
GroRe, Gewicht und Body-Mass-Index erforderlich; diese konnen entweder eingegeben oder
durch das Programm zuféllig ausgewahlt werden. Zunachst wird ein , mittleres Individuum®
generiert, d. h. der vorgegebenen Kombination aus Alter, Rasse und Geschlecht werden
entsprechend den hinterlegten Datensatzen mittlere Werte fiir GroRRe, Gewicht und Body-
Mass-Index zugeordnet. Das ,mittlere Individuum“ wird nun durch Anpassung der Korper-
groRe an den Zielwert in ein ,,Ubergangs-Individuum“ umgewandelt; das Gewicht wird dabei
Ubergangsweise aus dem der Ziel-KorpergrofRe entsprechenden mittleren Body-Mass-Index
berechnet. Das endgiiltige Kérpergewicht berechnet sich als Summe der einzelnen Organ-
gewichte. Das jeweilige Ziel-Organgewicht wird mit einer allometrischen Formel aus
mittlerem Organgewicht, Ziel-KorpergroRe und mittlerer KérpergrofRe berechnet (Willmann
et al. 2007). Hiervon ausgenommen sind die Organe Haut, Gehirn und Fettgewebe: Fiir die
Gewichtsanpassung der Haut wird eine abweichende allometrische Formel in Abhangigkeit
vom Korpergewicht verwendet (Willmann et al. 2007). Das Gewicht des Gehirns ist flr ein
gegebenes Alter und Geschlecht unabhangig von der KérpergrofSe und weitgehend konstant
(Willmann et al. 2007). Die Masse des Fettgewebes schlief3lich ergibt sich aus der Differenz
des Zielkorpergewichts und der Summe aller einzelnen angepassten Organgewichte. Die
zugrunde liegende Annahme ist hier, dass Abweichungen des Body-Mass-Index vom Durch-
schnittswert meist durch Veranderungen des Fett-, nicht des Muskelanteils des Koérpers
verursacht sind (Willmann et al. 2007). Das Cardiac Output wird ausgehend von dem
jeweiligen mittleren Cardiac Output allometrisch auf Basis der KérpergréoRe angepasst und
anschlieBend zu fixen relativen Anteilen, die der Literatur entnommen sind (ICRP 2002), in

die einzelnen Organblutflisse unterteilt (Willmann et al. 2007).

Die Generierung einer Population virtueller Individuen folgt prinzipiell in Wiederholung dem
gleichen Prinzip wie die eines einzelnen Individuums; zusatzlich wird jedoch die inter-
individuelle Variabilitdit anthropometrischer Parameter beriicksichtigt. Zunachst werden

jedem Individuum der Population entsprechend den eingegebenen Bereichen ein Alter und
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ein Geschlecht zugeordnet. Dann wird gemaR dem oben beschriebenen Algorithmus aus
diesen Vorgaben je ein ,mittleres Individuum® gebildet. Diesem wiederum wird zufallig eine
KorpergrolRe aus einem Bereich zugeordnet, der sich aus einer Normalverteilung um den mit
der Vorgaben korrespondierenden Mittelwert fiir die KérpergroBe ergibt (Willmann et al.
2007). Jedem der so erzeugten ,Ubergangs-Individuen” werden nun wie zuvor beschrieben
Organgewichte und Organblutfliisse zugeordnet, wobei diese Werte zufallig aus Bereichen
gewahlt werden, die wiederum durch verschiedene der Literatur entnommene Verteilungs-
funktionen bestimmt sind (Details s. (Willmann et al. 2007)). Abweichend von der
Generierung eines einzelnen virtuellen Individuums, bei dem bis zum Erreichen des Ziel-
gewichtes immer Fettgewebe ergdanzt wird, wird gemall den genannten hinterlegten
Verteilungen bei einem Teil der Population auch Muskelmasse erganzt (Willmann et al.
2007). Das aus den so bestimmten einzelnen Organgewichten resultierende ,Ziel-
Individuum® wird nun daraufhin tGberpriift, ob Korpergewicht und Body-Mass-Index inner-
halb des zu Beginn vorgegebenen Bereichs liegen und wird entsprechend entweder
akzeptiert, oder verworfen; im letzteren Fall wiederholt sich der beschriebene Ablauf so

lange, bis ein Individuum entsteht, das den Vorgaben entspricht (Willmann et al. 2007).

Fiir die so generierten anatomisch wie physiologisch realistischen virtuellen Populationen
konnen nun noch weitere Schwankungsbereiche eingegeben werden. Fir die vorliegenden
PBPK-Modelle wurden die Magenentleerungszeit, die intestinale Transitzeit des Arznei-
stoffes, die hepatische Clearance lber CYP2D6 respektive CYP3A4 sowie die renale
Clearance auf Grundlage von der Literatur entnommenen Verteilungen variiert. Dabei gelten
fir Kinder teilweise andere Werte oder Schwankungsbreiten als flir Erwachsene. Alle fir die
Populationssimulationen verwendeten Parameter und Annahmen zu Verteilungen sind
zusammen mit den entsprechenden Referenzen in Tabelle 17 in Abschnitt 4.3.2.1

zusammengestellt.

2.3.1.2 Darstellung von Kindern im PBPK-Modell

= In das Modell integrierte Anpassungen von Anatomie und Physiologie

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben werden Kinder im PBPK-Modell durch
altersentsprechende OrgangrofRen und Korperzusammensetzung reprasentiert, die hinter-
legten Populations-Datensatzen entstammen. Diskrete Werte fiir verschiedene Altersstufen
werden dabei zur Darstellung einer kontinuierlichen altersabhangigen Entwicklung aller
Parameter interpoliert (Edginton et al. 2006b). Die Werte zu Koérpergewicht, KérpergroRe,
Organgewichten und -volumina fir Kinder stammen aus demselben Datensatz wie die

entsprechenden Angaben fiir Erwachsene (ICRP 2002). Bei unmittelbarer Ubernahme dieser
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Daten ergdbe die Summe der Massen aller Organe, die im PBPK-Modell reprasentiert sind,
jedoch nur jeweils 91 bis 93 % des alterstypischen Korpergewichtes, da einige sich altersab-
hangig verandernde Organe wie beispielsweise die Schilddriise im Modell nicht berlick-
sichtigt sind. Um dies zu kompensieren, werden im Modell die Massen der reprasentierten
Organe ihrem Anteil entsprechend proportional erhdht, so dass sie sich zu 100 % des
Korpergewichtes summieren (Edginton et al. 2006b). Die altersabhangigen Blutfliisse fiir
Gehirn, Niere, Muskulatur und Haut sind verschiedenen Literaturquellen entnommen; die
Anpassung aller Ubrigen Blutfliisse geschieht proportional unter der Annahme, dass sie
denselben prozentualen Anteil des Cardiac Output bilden wie bei Erwachsenen (Edginton et
al. 2006b). Analog wird der vaskulare Raum von Organen bei Kindern so angepasst, dass er

relativ dem Anteil bei Erwachsenen entspricht.

Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise auf eine Altersabhangigkeit der GroRRe des interstitiellen
Raums; so wurde ein im Vergleich zu Erwachsenen relativ vergroBertes Interstitium in Fett-
gewebe und Muskulatur bei Neugeborenen und jingeren Sduglingen beschrieben (Edginton
et al. 2006b). Dies ist im Modell bericksichtigt, ebenso die daraus resultierenden
verdanderten Wasser- und Lipid-Anteile im Fettgewebe und die verdnderten Wasser- und
Protein-Anteile im Muskelgewebe. In Ermangelung entsprechender Daten wird fir alle
Ubrigen Kompartimente des Modells die gleiche relative Gewebezusammensetzung
angenommen wie flr Erwachsene (Edginton et al. 2006b). Hierdurch unmittelbar beeinflusst
wird die Berechnung der altersspezifischen Verteilungskoeffizienten. Diese werden als
Produkt aus dem Verteilungskoeffizienten und der ungebundenen Arzneistofffraktion im
Blutplasma gebildet. Die ungebundene Arzneistofffraktion wird im Modell im Rahmen der
altersgerechten Clearance-Anpassung vorhergesagt (s. u.). Da wie beschrieben lediglich flr
Fett- und Muskelgewebe Angaben zu altersabhangigen Verdanderung in der Zusammen-
setzung verflgbar sind, erfolgt auch nur fiir diese beiden Organe eine Anpassung des
Verteilungskoeffizienten. Fir alle Ubrigen Kompartimente werden altersspezifische
Anderungen in den Verteilungskoeffizienten ausschlieBlich auf Grundlage verdnderter
Eiweilbindung berechnet (Edginton et al. 2006b).

= Altersentsprechende Skalierung der Clearance

Wie im vorangegangenen Abschnitt dargelegt werden die mit der kindlichen Entwicklung
einhergehenden Veranderungen von Organgrofien und Koérperzusammensetzung im PK-
Sim®-PBPK-Modell durch Verwendung von Referenzdatensatzen padiatrischer Populationen
bericksichtigt. Mit dem Heranwachsen kdnnen jedoch Reifungsprozesse nicht nur die GroRe

und Struktur von Organen verdandern, sondern auch ihre Funktion bzw. Leistung. Dies
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geschieht vielfach unter Beteiligung von Enzymen, deren Aktivitdt sich abhangig vom

Lebensalter stark verdandern kann (s. Einleitung Abschnitt 1.2.3)

Insbesondere zeigt die jeweilige Leistungsfahigkeit von Niere und Leber, den Hauptorganen
der Arzneistoffelimination, eine ausgepragte Altersabhangigkeit. Diesem Umstand wird in
der PK-Sim®-Software mit dem sogenannten Clearance-Scaling-Modul Rechnung getragen,
das eine Anpassung der Clearance gemall dem Modell von Edginton et al. fiir jede
padiatrische Altersstufe ermoglicht (Edginton et al. 2006a). Das Clearance-Scaling-Modul
umfasst verschiedene Metabolisierungs- und Eliminationssysteme, namentlich die Meta-
bolisierung Uber die Cytochrom P450-Isoenzyme (CYP) 1A2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1
und 3A4 (Phase-I-Reaktionen) und die Sulfatierung sowie die Glucuronidierung durch die
Uridin-Diphosphat-Glucuronyl-Transferasen (UGT) 1A1, 1A6 und 2B7 (Phase-lI-Reaktionen)
und weiterhin die bilidre Ausscheidung. Bei den renalen Eliminationsprozessen wird

zwischen glomerularer Filtration und tubularer Sekretion unterschieden.

Die Ausgangspunkte fir die altersgerechte Anpassung (Skalierung) der Clearance nach dieser

Methode bilden Angaben lber folgende Parameter bei Erwachsenen:

e der Wert der Gesamtclearance des betreffenden Arzneistoffes,
e die verschiedenen Eliminationswege und die jeweiligen Anteile, zu denen sie zur
Gesamtclearance beitragen sowie

e die GrolRe der ungebundenen Fraktion des Arzneistoffes im Blut.

Auf Grundlage dieser Angaben erfolgt die altersgerechte Anpassung der Clearance nun
getrennt fir jeden einzelnen Eliminationsweg (Edginton et al. 2006a). Fiir die beiden Haupt-
eliminationswege von Bisoprolol, die glomeruldare Filtration und die hepatische Meta-

bolisierung tiber CYP3A4, geschieht dies in den folgenden Arbeitsschritten:

Die Anpassung der renalen Funktion erfolgt auf Basis von Lebensalter und Koérpergewicht
mithilfe einer allometrischen Formel nach Hayton (Formel 1) zur Berechnung der

glomerularen Filtrationsrate (renaler Funktionsparameter, RFP) (Hayton 2000):

RFP = 1 Gewicht "e ™M + - Gewicht " (1— 2 M) (Formel 1)

(Alter ,Gewicht )

Zusatzlich zu den Patientencharakteristika Alter und Gewicht gehen in die Formel empirisch
ermittelte Konstanten ein: die Reifungskonstante kmat (kmat = 0,0822*1/Monat), der Korper-
gewichtsexponent b (b=0,662) und die Korpergewichts-Kofaktoren a und ¢ (a=2,60;
c = 8,14). Die sich aus dieser Formel ergebende koérpergewichtsnormierte Filtrationsleistung

steigt nach der Geburt mit dem Lebensalter an, erreicht zwischen dem zweiten und dem
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vierten Lebensjahr ein Maximum und nimmt im weiteren Verlauf wieder ab, bis schliefRlich
Alter und Filtrationsleistung von Erwachsenen erreicht sind (Hayton 2000). In dieser Formel
nach Hayton ist dabei nicht berlicksichtigt, dass nur der frei im Plasma vorliegende Arznei-
stoffteil durch glomeruldare Filtration entfernt werden kann. Die Anpassung der
ungebundenen Arzneistofffraktion fiir Kinder erfolgt im Clearance-Scaling-Modul mit einem
pradiktiven Modell (McNamara und Alcorn 2002). Das Produkt aus der ungebundenen
Arzneistofffraktion im Plasma und der glomeruldren Filtrationsrate ergibt dann die renale
Clearance per glomerularer Filtration. Mit diesem Zusammenhang wird nun aus der
ungebundenen Arzneistofffraktion (f,) bei Kindern, der allometrisch angepassten
glomerularen Filtrationsrate (GFR) bei Kindern sowie den entsprechenden durchschnittlichen
Erwachsenenparametern die renale Clearance per glomerularer Filtration (Clgr) flir Kinder

bestimmt:

Cl — GFR (Kind ) | fu(Kind ) . Cl
GFR (Kind ) GFR f
u(Erw )

(Erw)

GFR (Erw ) (Formel 2)

Fiir die altersgerechte Anpassung der hepatischen Clearance wird die Erwachsenen-
Plasmaclearance (Clhep) zundchst unter Beriicksichtigung der ungebundenen Arzneistoff-
fraktion im Blutplasma (f,) und der hepatischen Perfusion (Qnep) in eine intrinsische
Clearance (Clhep(int)) umgewandelt:

Cl =7 LT (Formel 3)

hep (int) =" hep A
Q hep a hep fu

Die so erhaltene intrinsische Clearance wird nun auf das Korpergewicht normiert und
anschlieRend, sofern mehrere Eliminationsprozesse beteiligt sind, entsprechend den
jeweiligen Anteilen der verschiedenen Prozesse aufgeteilt. Dann wird fir jeden einzelnen
Eliminationsweg die intrinsische Clearance altersentsprechend angepasst. Die Grundlage fir
diese Anpassung bilden dabei die Ergebnisse verschiedener In-vivo- und In-vitro-Studien zur
Ontogenese der Leberenzyme (Edginton et al. 2006a). Im Anschluss an die Skalierung
werden die einzelnen intrinsischen Clearances fir jeden Eliminationsweg wieder zu einer
hepatischen intrinsischen Gesamtclearance addiert. Diese Angabe wird nun mit altersent-
sprechenden Werten fir Leberblutfluss, Kérper- und Lebergewicht gemald den hinterlegten
Referenzdatensatzen in eine absolute intrinsische Clearance umgerechnet (Edginton et al.
2006a; ICRP 2002). Die Riickverwandlung in die hepatische Plasmaclearance geschieht dann

wieder mit der eingangs verwendeten Formel (Formel 3).

Die an das Alter angepasste Gesamtclearance ergibt sich durch Addition aller einzelnen

skalierten Clearances, fiir Bisoprolol also aus der Summe der altersentsprechenden renalen
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Clearance per glomeruldrer Filtration und der altersentsprechenden hepatischen Clearance
per Metabolisierung tiber CYP3A4. Das Resultat der Clearance-Skalierung fiir Bisoprolol wird

in Abschnitt 4.3.4.1 vorgestellt und besprochen.

2.3.2 Erstellung und Evaluation des PBPK-Modells

2.3.2.1 Allgemeiner Ablauf der Modellerstellung

Die Erstellung eines padiatrischen PBPK-Modells steht am Ende einer Reihe von Arbeits-
schritten (s. Abbildung 6). Im Vorfeld der Simulationen erfolgt eine umfassende Literatur-
recherche nach charakteristischen physiko-chemischen und pharmakokinetischen Para-
metern der zu simulierenden Stoffe sowie nach pharmakokinetischen Datensatzen, idealer-
weise einzelnen Konzentrationszeitprofilen, mit denen die Simulationen abgeglichen werden

konnen.

| Modell fur i.v.-Applikation |

| Anpassen an Literaturdatensatze |

| Modell fiir p.o.-Applikation |

| Anpassen an Literaturdatensatze |

ERWACHSENE

Externe Modellvalidierung:
eigeneklinische Daten

4

Padiatrisches Modell
Externe Modellvalidierung:
Literaturdaten

A 4

Externe Modellvalidierung:
eigeneklinische Daten

KINDER

Abbildung 6: Arbeitsschritte bei der Erstellung eines padiatrischen PBPK-Modells
Die Abbildung stellt schematisch dar, in welcher zeitlichen Abfolge die einzelnen Arbeits-
schritte durchgefiihrt werden; dabei ist ,,i. v.“ kurz fir intravenés, ,,p. 0.” fur peroral.

Im Anschluss an die Literaturrecherche wird ein PBPK-Modell fiir Erwachsene erstellt. Hierflr
wird der Arzneistoff physiko-chemisch durch Eingabe der Parameter Molekulargewicht,
Saurestarke (pKs-Wert(e)) und Lipophilie (logP-Wert) charakterisiert, pharmakokinetisch
durch Eingabe der Werte fiir die ungebundene Arzneistofffraktion im Blutplasma sowie fir
hepatische und renale Clearance. Die fir Bisoprolol und Metoprolol verwendeten Werte
werden in Tabelle 16 (Abschnitt 4.3.2.1) und in Tabelle 18 (Abschnitt 4.3.3.1) angegeben. Mit

dem so entstandenen Ausgangsmodell werden nun Simulationen durchgefiihrt und mit
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Plasmakonzentrationszeitprofilen aus der Literatur verglichen. Dies geschieht zunachst mit
Profilen nach intravenoser Arzneistoffapplikation, da hier der komplexe Einfluss der
Absorption aus dem Magen-Darm-Trakt entfallt und der Kurvenverlauf so nur durch

Verteilungs-, Metabolisierungs- und Eliminationsvorgange bestimmt wird.

Der logP-Wert wird nun zur Anpassung des Modells verwendet, d. h. er wird leicht variiert,
um die Simulation den experimentellen Daten bestmdoglich anzunahern. Dies geschieht vor
dem Hintergrund, dass der logP-Wert als reiner In-vitro-Parameter lediglich einen groben
Orientierungswert besitzt: Der logP-Wert bezeichnet den logarithmierten Koeffizienten der
Verteilung zwischen n-Octanol und Wasser. Er wird in Ermangelung spezifischerer
Information zur Abschadtzung des Verteilungsverhaltens des Arzneistoffes im Korper, also
zwischen Blutplasma und biologischer Membran verwendet. Trotz Anpassung bewegt sich
der im Modell verwendete logP-Wert (1,80 fiir Bisoprolol, 1,75 fiir Metoprolol) jedoch in der
durch die Literatur vorgegebene GroRenordnung (1,9 fiir beide Substanzen (NCBI 2010;
Regardh et al. 1974)). Nach dieser modellspezifischen Anpassung zu Beginn wird der logP-
Wert im weiteren Verlauf der Arbeit konstant gehalten und bildet so fiir alle nachfolgenden

Simulationen einen fixen Ausgangsparameter.

Das Modell fiir die intravendse Applikation bei Erwachsenen (i. v.-Modell) wird nun auf ein
Modell fur die perorale Applikation ausgeweitet (p. 0.-Modell). Dafiir werden alle fiir das
i. v.-Modell verwendeten Werte als fix betrachtet und in keinem der folgenden Schritte mehr
verandert, das Modell wird jedoch um die Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt
erweitert. Wahrend fiir die Eingabeparameter Magenentleerungszeit und intestinale Transit-
zeit mittlere Werte angenommen wurden (s. Tabelle 18), besteht fiir den Eingabeparameter
der Rate der intestinalen Permeabilitat ahnlich wie beim logP-Wert ein gewisser Spielraum:
Er ist ein Hybridparameter aus der substanzspezifischen Permeabilitat und der Resorptions-
oberflache des Intestinums und wird im Modell auf Basis der physiko-chemischen Eigen-
schaften abgeschatzt, ist also nicht direkt aus experimentellen Daten abgeleitet. Daher wird
dieser Parameter bei der Erstellung des oralen Modells als variabler Parameter verwendet,
d. h. wahrend alle Ubrigen Parameter nicht verandert werden, wird die intestinale
Permeabilitdt so angepasst, dass die simulierten Kurven die Literaturwerte bestmoglich

wiedergeben.

Das auf diese Weise entstandenen PBPK-Modell fiir Erwachsene wird nun nicht mehr
verandert; die in den ersten Schritten zur Anpassung verwendeten Eingabeparameter
werden in den folgenden Schritten als fix betrachtet. Zur Uberpriifung werden mit diesem

Modell nun Vorhersagen mit eigenen experimentellen Daten verglichen (s. Abschnitt 4.3.3).
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Im Anschluss wird das Erwachsenenmodell nun fir Kinder erweitert. Dies geschieht wie in
Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben zum einen durch die in die Software integrierten Datensatze
zur altersentsprechenden GrofRe und Zusammensetzung der einzelnen Kompartimente, zum
anderen durch Einsatz des Moduls zur altersgerechten Skalierung der Clearance. Weiterhin
werden im Rahmen populationspharmakokinetischer Simulationen (s. Abschnitt 2.3.1.1)
altersabhangige Unterschiede in der Variabilitat einzelner freier Eingabeparameter (s.
Abschnitt 4.3.3.1) bertcksichtigt. Das Kindermodell wird nun Uberprift, indem es mit
experimentellen Daten verglichen wird. Hierfiir werden — sofern vorhanden — Daten aus der
Literatur verwendet (s. Abschnitt 4.3.4.2), in erster Linie jedoch wiederum eigene
experimentelle Daten. Die Ergebnisse der zu diesem Zweck durchgefiihrten klinischen

pharmakokinetischen Untersuchung (DuMBO-Studie) folgen in Abschnitt 4.4.

2.3.2.2 Auswertung und Modell-Evaluation

Alle Auswertungen wurden mit der Software Microsoft Excel durchgefiuhrt (Abschnitt 3.2).
Die Berechnung pharmakokinetischer Parameter aus den Simulationsergebnissen erfolgte
mit den in Abschnitt 2.4.4 beschriebenen Methoden.

Die Vorhersagekraft des Modells (,,Predictive Performance”) wurde im Einklang mit den
Vorschldgen von Holford et al und Sheiner und Beal mit den folgenden Methoden bewertet
(Holford et al. 1999; Sheiner und Beal 1981):

e Visual predictive Checks
e Goodness-of-Fit-Plots

e Numerische Evaluation

Fir die Visual predictive Checks erfolgte eine visuelle Beurteilung der Ubereinstimmung von
simulierten und beobachteten Plasmakonzentrationszeitverlaufen. Die simulierten Werte
wurden dabei jeweils durch ihre 5., 50. (Median) und 95. Perzentile sowie durch Minimal-

und Maximalwerte reprasentiert.
Die Goodness-of-Fit-Plots umfassten die folgenden Darstellungsformen:

e Simulierte versus beobachtete Werte (,,predicted versus observed”)
e Gewichtete Residuen versus simulierte Werte

e Gewichtete Residuen versus Zeit nach Einnahme
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Dabei wurden die gewichteten Residuen (WRES) gemaR Formel 4 aus den simulierten (Cpreq)

und den beobachteten Plasmakonzentrationen (Cops) berechnet:

Cpred ~ obs
WRES = —— (Formel 4)
C

obs

Zur numerischen Evaluation der Vorhersagekraft des Modells wurden die folgenden Para-

meter bestimmt:

Der Vorhersagefehler (Prediction Error, PE) wurde analog zur Berechnung der gewichteten
Residuen relativ zum beobachteten Wert (Cops) angegeben (Formel 5). Als Mald fiir Betrag
und Richtung der systematischen Abweichung der Simulationen (,Bias“) von den
beobachteten Werten wurde der Median des Vorhersagefehlers bestimmt.

C -

pred obs

PE = (Formel 5)

obs

Als MaR fir die Prazision der Vorhersage wurde der Absolute Vorhersagefehler (Absolute
Prediction Error, APE) berechnet, wiederum relativ zum beobachteten Wert (Cops) (Formel 6).
Auch er wurde fir alle einzelnen Werte bestimmt und dann als Median aller Werte

angegeben.
C z
APE = —— (Formel 6)

Die Mittlere relative Abweichung (Mean relative Deviation, MRD) wurde wie in Formel 7
angegeben berechnet. Ein MRD kleiner als 2 wurde dabei entsprechend der Handhabung in
der Literatur als akzeptabel bewertet; ein solcher Wert bedeutet, dass die mittlere Vorher-
sage um weniger als einen Faktor 2 von den beobachteten Werten abweicht (Edginton et al.
2006b).

_ 2
Z (log C o Ji log Cpred J)

MRD =10";x = || (Formel 7)
n
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2.4 Simulationsgestiitztes Drug-Monitoring zur
Bisoprololtherapie-Optimierung bei Kindern
(DuMBO-Studie)

2.4.1 Zielsetzung und Studiendesign

Die Untersuchung Simulationsgestiitztes Drug-Monitoring zur Bisoprololtherapie-
Optimierung bei Kindern, kurz DuMBO-Studie, wurde zwischen Januar und Juli 2010 durch-
gefiihrt. Das Hauptstudienzentrum war die Station fiir Kardiologie und Pneumologie der
Kinderklinik des Universitatsklinikums Diisseldorf, als zweites Zentrum angeschlossen war

die Klinik und Poliklinik fiir Kinderkardiologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.

Ziel der DuMBO-Studie war die Analyse der Pharmakokinetik von Bisoprolol bei
padiatrischen Patienten zur Uberpriifung der Validitit des in Abschnitt 2.3 vorgestellten

physiologiebasierten pharmakokinetischen Modells (PBPK-Modell).

Die Patienten erhielten die Therapie mit Bisoprolol im Rahmen ihrer individuellen arztlichen
Behandlung, also unabhangig von der Studie. Somit beinhaltete die Studie keine Inter-
vention, sondern stellte eine Therapiebegleitung dar und galt daher als medizinische

Forschung in Verbindung mit arztlicher Versorgung.

KEINE Intervention
sondern
»Medizinische Forschung in Verbindung
mit drztlicher Versorgung”

"4 N\

Hochethisches Konzept Schneller Informationsgewinn

e Potentielle Gefahrdung der Kinder e Keine langwierigen Genehmigungs-
durch Intervention ausgeschlossen prozesse; Votum der jeweiligen ortlichen

Ethikkommission ausreichend
-> Entspricht der Forderung nach Risiko-

minimierung bei Untersuchungen an e Kurze Studiendauer, da Beschrankung
Kindern (European Commission 2008a) auf maximal zehn Patienten

Abbildung 7: Besonderheiten des Designs der DUMBO-Studie
Die DUMBO-Studie ist eine reine Begleitung einer ohnehin stattfindenden Therapie und gilt
somit als medizinische Forschung in Verbindung mit arztlicher Versorgung.
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Die DuMBO-Studie unterschied sich daher im Hinblick auf die Durchfiihrung grundlegend
von Studien im Sinne des Arzneimittelgesetzes (,AMG-Studien®) mit den in Abbildung 7

dargestellten Vorteilen.

Ebenso unterschied sich auch die Zielsetzung der DuMBO-Studie von der einer typischen
AMG-Studie, denn die Untersuchung war nicht dafiir ausgelegt, einen Wirksamkeitsnachweis
zu erbringen; vielmehr sollte die DuMBO-Studie im Sinne von ,Pionierarbeit” Vorab-
informationen flr die Optimierung des Designs kiinftiger AMG-Studien leisten. Die beiden

zentralen Bestandteile der Studie waren hier:

e Das Generieren bisher nicht beschriebener Daten zur Pharmakokinetik von
Bisoprolol bei Kindern: Anhand verschiedener Plasmakonzentrationszeitprofile sollte
die Altersabhangigkeit der Pharmakokinetik von Bisoprolol dargestellt werden.

e Die Uberpriifung eines neuen Werkzeugs zur Vorhersage dieser Pharmakokinetik:
Durch Vergleich der simulierten mit den gemessenen Profilen sollte stichprobenartig
Uberprift werden, inwieweit sich das vorab erstellte PBPK-Modell hier zur Vorhersage
eignet. Dabei stirkt jede Ubereinstimmung von Messung und Simulation die Annahme,
dass auch die Vorhersage fir die Zwischenrdaume der Stichproben gute Arbeitshypo-

thesen sind und die Richtung fir zukinftige Untersuchungen vorgeben kdnnen.

Fir die stichprobenartige Uberpriifung des Modells sollten idealerweise Patienten aus
unterschiedlichen Altersgruppen rekrutiert werden, um Aussagen fiir einen moglichst weiten
Altersbereich treffen zu konnen; die in AMG-Studien typischerweise geforderte Homogenitat

des Studienkollektivs war in der DuMBO-Studie also ausdriicklich nicht erwiinscht.

Das Alter der einzuschlieRenden Patienten vorab festzulegen war wiederum aus Griinden
der Durchfuhrbarkeit nicht moglich: Wie zuvor beschrieben erfolgte die Bisoprololtherapie
nicht eigens fur die Studie, sondern ausschlieflich im Rahmen der regularen Behandlung,
wenn der zustandige Arzt den Einsatz dieses fiir Kinder nicht zugelassenen Arzneistoffes im
individuellen Fall fur indiziert erachtete. Somit kam insgesamt nur eine sehr kleine Anzahl

von Patienten iberhaupt fir den Einschluss infrage.
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2.4.2 Durchfiihrung der Studie

2.4.2.1 Allgemeiner Ablauf

Fiir die Durchfiihrung der DuMBO-Studie wurde padiatrischen Patienten, die mit Bisoprolol
behandelt wurden, bis zu acht Blutproben zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten
abgenommen. In den Blutproben der Patienten wurde dann der Bisoprololgehalt per HPLC-
Analyse (s. Abschnitt 2.2.3) bestimmt. Zu jedem Patienten wurden genaue Informationen zu
den individuellen Parametern (Alter, Gewicht etc.) und zu den genauen Modalitdten der
Bisoprololeinnahme (Arzneiform, Mahlzeiten etc.) dokumentiert (s. Abschnitt 2.4.2.3). Mit
diesen konkreten Angaben wurden fiir jeden einzelnen Patienten PBPK-Simulationen durch-
gefihrt und Vorhersagen lber die Pharmakokinetik von Bisoprolol im individuellen Fall

getroffen.

Die simulierten Plasmakonzentrationszeitprofile wurden im Anschluss mit den real
gemessenen Profilen verglichen. Die behandelnden Arzte erhielten die Ergebnisse der
Bestimmungen umgehend in Form eines Befundes. Durch Diskussion der Mess- und
Simulationsergebnisse und die Einordnung der gemessenen Bisoprololspiegel durch
Vergleich mit der typischen Werten bei Erwachsenen konnte auf diese Weise die
Dosiseinstellung bei den Kindern mit rational begriindeten Empfehlungen unterstitzt

werden. Uber die Ergebnisse wird in Abschnitt 4.4 berichtet.

2.4.2.2 Kriterien fiir Ein- und Ausschluss in die Studie

= Einschlusskriterien

Mannliche und weibliche Patienten konnten in die Studie eingeschlossen werden,

e wenn eine Therapie mit Bisoprolol im Rahmen der arztlichen Behandlung bestand oder
geplant war,

e wenn das Lebensalter des Patienten im Bereich von einem Tag bis 18 Jahren lag,

e wenn das Korpergewicht des Patienten mindestens 3 kg betrug und

e wenn nach entsprechender mindlicher und schriftlicher Aufklarung das freiwillige
schriftliche Einverstandnis zur Teilnahme an der Untersuchung und zum Datenschutz
durch den gesetzlichen Vertreter des Patienten erteilt wurde; darliber hinaus sollte,
falls moglich, auch der Patient selbst Gber die Untersuchung informiert und sein

Einverstandnis eingeholt werden.
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= Ausschlusskriterien

Mannliche und weibliche Patienten wurden von der Studie ausgeschlossen,

e wenn das Einverstdandnis zur Teilnahme an der Untersuchung nicht erteilt oder wenn

es widerrufen wurde oder

e wenn medizinische Griinde gegen die Entnahme von insgesamt 8 ml Vollblut sprachen.

Dariber hinaus oblag es dem Leiter der Untersuchung, einen Patienten von der Unter-
suchung auszuschlieen, wenn dies im Interesse des Patienten lag; beispielsweise bei

Auftreten unerwiinschter Ereignisse oder Neuauftreten einer Erkrankung.

2.4.2.3 Aufzeichnung von Daten iiber Patient und Medikation

Folgende Daten wurden fiir jeden in die Studie eingeschlossenen Patienten erhoben:

e Geburtsdatum

e Geschlecht

e Korpergewicht

e Korpergrofie

e Haupt- und Nebendiagnosen

e Ergebnisse routinemaBig durchgefiihrter Blutuntersuchungen (nach Verfigbarkeit je
eine Woche vor und eine Woche nach Durchfiihrung der DuMBO-Studie)

e Die vollstandige aktuelle Medikation (Arzneimittel und Dosierungsregimes)

Weiterhin  wurden fir jeden Studienteilnehmer folgende Informationen zur

Bisoprololeinnahme aufgezeichnet:

o Gegebenenfalls der Verlauf einer bestehenden Medikation mit Bisoprolol iber die der
Untersuchung vorangegangene Woche (verabreichte Dosen und Einnahmeuhrzeiten)

e Die Art der Applikation der Medikation (Einnahme als unzerteilte Arzneiform,
Zerkleinerung, Suspendieren in FlUssigkeit oder Vermischen mit Nahrungsmitteln etc.)

e Die genaue Uhrzeit der Bisoprololeinnahme am Tag der Untersuchung

e Siamtliche Mahlzeiten im Zeitraum von je vier Stunden vor und nach

Bisoprololeinnahme am Tag der Untersuchung

2.4.2.4 Durchfiihrung der Blutentnahmen

Da die in die Studie eingeschlossenen Patienten teils schwer krank, teils sehr jung waren,

mussten wahrend der Durchfiihrung vielfach Konzessionen an die klinischen Gegebenheiten
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gemacht werden. Im Folgenden ist die angestrebte Durchfliihrung der Blutentnahmen
beschrieben; samtliche Abweichungen hiervon werden im Ergebnisteil in Abschnitt 4.4 fir

die einzelnen Patienten dokumentiert und erlautert.

Die Patienten erhielten Bisoprololfumarat in der durch ihren behandelnden Arzt verordneten
Dosierung entweder in Form einer schnell freisetzenden Tablette oder in Form einer Kapsel,
die als Individualrezeptur in der jeweiligen Krankenhausapotheke aus den entsprechenden
Tabletten hergestellt worden war. Wenn die Patienten in der Lage waren, die Arzneiform als
Ganzes einzunehmen, sollte dies wenn moglich mit etwa 250 ml Wasser geschehen; die
genaue Flissigkeitsmenge wurde dokumentiert. Alternativ wurde die Kapsel geoffnet, der
Inhalt in etwa 2 ml Wasser suspendiert und mit einer Spritze direkt in den Mund gegeben,

gefolgt von weiterer Flissigkeit.

Sofern es fiir die Patienten moglich und zumutbar war, erfolgte die Bisoprololeinnahme nach
nachtlicher Nahrungskarenz auf nichternen Magen; das heifdt, die Probanden nahmen in der
Zeit vom Vorabend des Versuchs bis etwa zwei Stunden nach der Einnahme ausschlieRlich
Wasser zu sich. In allen Gbrigen Fallen wurden Art und Menge samtlicher Mahlzeiten im Zeit-

raum von zwei Stunden vor und vier Stunden nach Bisoprololeinnahme dokumentiert.

Die Blutproben wurden liber eine periphere Verweilkaniile entnommen, die entweder
bereits bestand oder die gelegt wurde, wenn eine Punktion fiir eine von der DuMBO-Studie
unabhédngige Blutentnahme ohnehin nétig war. Das entnommene Volumen betrug jeweils
1 ml Vollblut. Die Blutabnahmen erfolgten unmittelbar vor der Einnahme (,,null Stunden®)
sowie etwa 1,5/3/ 4,5/ 6/ 9/ 12 und 24 Stunden danach. Dabei ergaben sich aufgrund
klinischer Gegebenheiten oftmals Verschiebungen. Wenn moglich wurden die Zeitpunkte auf
Grundlage der vorab durchgefiihrten Simulationen auch bewusst verschoben, um fiir den
individuellen Fall moglichst informative Datenpunkte zu erhalten. In jedem Fall wurden die

genauen Zeitpunkte der tatsachlich erfolgten Entnahmen minutengenau festgehalten.

Die Blutproben wurden wenn moglich unmittelbar nach Entnahme, ansonsten nach
Zwischenlagerung bei 5 bis 8 °C fiir maximal zwei Stunden weiterverarbeitet, das heilt, sie
wurden durch Zentrifugation mit 4000 rpm bei 4 °C fiir 20 min in Blutplasma (Uberstand)
und zelluldre Bestandteile (Sediment) aufgetrennt. Dann wurde das Blutplasma abpipettiert

und bis zur weiteren Aufbereitung (s. Abschnitt 2.2.3) bei -20 °C gelagert.
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2.4.3 Ethische und regulatorische Aspekte, mogliche Risiken

2.4.3.1 Genehmigung durch die Etikkommissionen

Vor Beginn der Untersuchung wurde die Genehmigung der fir die Studienzentren Diisseldorf
und Hamburg zustandigen Ethikkommissionen eingeholt und damit die rechtliche Grundlage
flir die Durchfiihrung geschaffen. Die federflihrende Kommission, die Ethikkommission der
medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, erteilte am 14.12.2009 ein
positives Votum fiir die Durchfiihrung der DuMBO-Studie (Studiennummer 3308). Die fiir das
zweite Studienzentrum Hamburg zustindige Ethikkommission der Arztekammer Hamburg
schloss sich dem positiven Votum mit Bescheid vom 09.02.2010 an (Studiennummer MC-
004/10).

2.4.3.2 Beriicksichtigte Leitlinien und gesetzliche Bestimmungen

Die Untersuchungen im Rahmen der DuMBO-Studie standen im Einklang mit der Deklaration
von Helsinki, welche die ethischen Grundsatze fir die Durchfiihrung medizinischer

Forschung an Menschen festlegt (World Medical Association Inc. 2009).

Die Richtlinie fur Gute Klinische Praxis (Good Clinical Practice, GCP) ist eine Veroffentlichung
der International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) (ICH 1996). Sie enthalt Vorgaben zum ordnungs-
gemalen Ablauf von Arzneimittelstudien am Menschen. Zwar handelt es sich bei der
DuMBO-Studie nicht um eine Studie gemaR dem Arzneimittelgesetz (AMG), sondern um
medizinische Forschung in Verbindung mit arztlicher Versorgung, doch wurden die
Forderungen der Richtlinie fiir Gute Klinische Praxis in allen Bereichen erfillt, auf die sie
anwendbar waren; dies umfasste insbesondere die Punkte Studienplanung, Protokoll,

Patientenaufklarung, Durchfiihrung, Berichterstattung, Auswertung und Dokumentation.

Um die Wahrung der Personlichkeitsrechte der Studienteilnehmer zu gewahrleisten, wurden
gemal den Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes (Bundesministerium der Justiz
2003) alle im Verlauf der Untersuchung erhobenen personenbezogenen Daten vertraulich
behandelt. Die Untersuchung wurde daher erst durchgefiihrt, wenn ein gesetzlicher
Vertreter des jeweiligen Patienten nach entsprechender Aufklarung auch die separat
ausgehandigte Einverstandniserklarung zum Datenschutz unterzeichnet hatte. Es wurden
ausschlieBlich Daten erhoben, die fiir die Therapieoptimierung der Patienten gemall dem

Studienprotokoll notwendig waren. Diese Daten wurden dann vor dem Zugriff Dritter
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geschiitzt im Institut fur klinische Pharmazie und Pharmakotherapie der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf aufbewahrt.

2.4.3.3 Méogliche Risiken und unerwiinschte Ereignisse

= Moégliche Risiken und Komplikationen der Untersuchung

Das fiir die DuMBO-Studie entnommene Blutvolumen war mit 1 ml pro Blutentnahme und
insgesamt 8 ml in den acht (iber 24 Stunden verteilten Blutentnahmen so gering, dass es
auch fir die jlingsten respektive leichtesten Studienteilnehmer jederzeit ethisch vertretbar
war: Das Blutvolumen von Kindern betragt etwa 80 bis 90 ml pro Kilogramm Korpergewicht
(European Commission 2008a; Linderkamp et al. 1977). Da in die DuMBO-Studie keine
Patienten mit einem Korpergewicht von weniger als 3 kg eingeschlossen wurden, konnte
vorausgesetzt werden, dass das Gesamtblutvolumen bei jedem Studienteilnehmer

|ll

mindestens 240 ml betrug. Fir diesen ,unteren Grenzfall“ entsprache ein Blutverlust von
8 ml 3 % des Gesamtblutvolumens; bereits bei einem Korpergewicht von 5 kg wiirde sich der
relative Verlust auf 2 % verringern. Dieser Anteil, der sich zudem {ber einen Zeitraum von bis
zu 24 Stunden verteilt, ist als gering einzuordnen und entspricht den Vorgaben, die von der
zustandigen Arbeitsgruppe der Européischen Union als ethisch vertretbar festgelegt worden
ist: Hiernach betragt die Obergrenze fiir Blutentnahmen in einer padiatrischen Studie 3 %
des Gesamtblutvolumens fiir die gesamte Studie und 1 % fir jede einzelne Blutentnahme

(European Commission 2008a).

Die Blutentnahmen im Rahmen der DuMBO-Studie erfolgten Uber eine vendse Verweil-
kanile, die entweder bereits vorhanden war, oder gelegt wurde, wenn fir eine medizinisch
indizierte Blutentnahme eine Punktion ohnehin notig war. Aus diesem Grund bedeuteten die
Blutentnahmen fiir die Patienten praktisch kein zusatzliches Risiko. In die Patientenauf-
klarung wurde dennoch der Standardhinweis fiir Blutentnahmen aufgenommen, in dem auf
mogliche Himatome im Bereich der Einstichstelle, das sehr geringe Risiko einer lokalen oder
allgemeinen Infektion und den extrem seltenen Fall der Verletzung eines Hautnervs,

eventuell mit chronischem Verlauf, hingewiesen wurde.

Die Ethics Working Group der Confederation of European Specialists in Paediatrics
bezeichnet in ihrer Leitlinie zur Umsetzung ethischer Grundsatze und der Guten Klinischen
Praxis venose Blutentnahmen ausdriicklich als minimales Risiko flir padiatrische Patienten
(Gill 2004).

-49-



2 METHODEN — 2.4 Simulationsgestitztes Drug-Monitoring zur Bisoprololtherapie-Optimierung
bei Kindern (DUuMBO-Studie)

= Definitionen unerwiinschter Ereignisse und Arzneimittelwirkungen

Etwaige im Rahmen der DuMBO-Studie beobachtete Unerwiinschte Ereignisse und Arznei-
mittelwirkungen wurden mithilfe eines detaillierten Fragebogens erfasst. Fir den Fall des
Auftretens Unerwinschter Ereignisse sollten bei ihrer Beschreibung die folgenden Begriffe
gemall den Definitionen der Europaischen Arzneimittelagentur EMA verwendet werden
(EMA 1995):

e Unerwiinschtes Ereignis (Adverse Event): Der Begriff Unerwiinschtes Ereignis
beschreibt jedes medizinisch nachteilige Ereignis bei einem Patienten, der den
betreffenden Arzneistoff erhalten hat; dabei muss nicht notwendigerweise ein Kausal-
zusammenhang zwischen Behandlung und Ereignis bestehen. Unerwiinschte Ereignisse
konnen damit beispielsweise Symptome, auffallige Laborwerte oder wahrend der
Behandlung aufgetretene Erkrankungen sein, unabhangig davon, ob die Gabe des
betreffenden Arzneistoffes eine wahrscheinliche Ursache darstellt.

e Unerwiinschte Arzneimittelwirkung (Adverse Drug Reaction): Bei einem zugelassenen
Arzneimittel beschreibt die Unerwiinschte Arzneimittelwirkung eine schadliche und
unbeabsichtigte Reaktion auf einen Arzneistoff, der in einer Dosierung verabreicht
wurde, die Ublicherweise fir die Prophylaxe, Diagnose oder Therapie von
Erkrankungen oder fiir die Verdnderung einer physiologischen Funktion eingesetzt
wird.

e Unerwartete Unerwiinschte Arzneimittelwirkung (Unexpected Adverse Drug
Reaction): Bei einer Unerwarteten Unerwiinschten Arzneimittelwirkung handelt es
sich bei zugelassenen Arzneimitteln um eine Unerwiinschte Arzneimittelwirkung,
deren Art oder Schwere nicht den Angaben der Fachinformation entspricht.

o Schwerwiegendes Unerwiinschtes Ereignis oder Schwerwiegende Unerwiinschte
Arzneimittelwirkung (Serious Adverse Event oder Serious Adverse Drug Reaction):
Ein Unerwilinschtes Ereignis oder eine Unerwilinschte Arzneimittelwirkung gilt als
schwerwiegend, wenn es bzw. sie zum Tode fihrt, lebensbedrohlich ist, zur
stationdaren Krankenhausaufnahme oder zur Verlangerung eines Krankenhausauf-
enthaltes flhrt, zu bleibender oder wesentlicher Behinderung oder Beeintrachtigung

flhrt oder in einer angeborenen Behinderung oder einem Geburtsschaden resultiert.

= Kontrolle und Dokumentation unerwiinschter Ereignisse

Im Rahmen der Durchfihrung der DuMBO-Studie wurden keine Unerwiinschten Ereignisse
beobachtet (s. Abschnitt 4.4.3.9). Im Studienprotokoll war jedoch das Vorgehen fiir den Fall

des Auftretens Unerwiinschter Ereignisse folgendermaRen festgelegt worden:
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Fir jeden Patienten wurde ein Fragebogen ausgefiillt, der sowohl freie Eingabefelder als
auch spezifische Fragen nach Unerwiinschten Arzneimittelwirkungen enthielt; dabei waren
alle potentiellen Unerwiinschten Arzneimittelwirkungen aufgefiihrt, die laut Fach-
information bei Erwachsenen gelegentlich oder haufiger, also mindestens mit einer Haufig-
keit von 0,1 % auftreten (Merck Darmstadt 2008). Dariiber hinaus wurde der Punkt
L»Albtraume” mit in die Liste aufgenommen, da diese bei Kindern unter Behandlung mit dem

Betarezeptorenblocker Pindolol beobachtet worden waren (Buitelaar et al. 1996).

Diese und jegliche weitere etwaige Auffalligkeiten im zeitlichen Zusammenhang mit der
Bisoprololgabe und den einzelnen Blutentnahmen sollten auf dem Fragebogen dokumentiert
werden. Beginn und Ende des Auftretens jedes Ereignisses sollten jeweils mit Datum und
Uhrzeit festgehalten werden, dann sollte das Ereignis als schwerwiegend oder nicht schwer-
wiegend, erwartet oder unerwartet eingestuft werden. Sofern dies im Einzelfall angezeigt
war, sollte die Untersuchung abgebrochen und der Patient bis zum Abklingen aller
Symptome beobachtet werden. Gemall dem Studienprotokoll war der Leiter der Unter-
suchung verpflichtet, jedwedes schwerwiegende unerwiinschte Ereignis ausfiihrlich zu

dokumentieren und binnen 24 Stunden der zustandigen Ethikkommission zu melden.

2.4.4 Auswertung der Ergebnisse

Die Bisoprololkonzentration in den im Rahmen der Studie entnommenen Blutproben wurde
wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben per HPLC-Bestimmung quantifiziert. Die resultierenden
Konzentrationen wurden als Plasmakonzentrationszeitprofile graphisch dargestellt und
weiter durch Eliminationshalbwertszeit, Exposition und orale Clearance charakterisiert, die

nicht-kompartimentell bestimmt wurden.

Die Eliminationshalbwertszeit (kurz Halbwertszeit, t1/;) berechnet sich aus der Eliminations-

konstanten k. (Formel 8).

2
t, = k_ (Formel 8)

Die Eliminationskonstante wiederum beschreibt die Steigung der logarithmierten Plasma-
konzentrationszeitkurve im sogenannten Eliminationsteil, also nach Abschluss aller
Absorptionsprozesse. Fir ihre Berechnung wurde der natlirliche Logarithmus der jeweils
letzten drei Konzentrationen eines Profils gegen die Zeit aufgetragen. Durch lineare
Regression wurde eine Ausgleichsgerade durch diese Punkte gelegt; die Steigung dieser

Geraden wurde als Eliminationskonstante eingesetzt.
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Die Exposition wird durch die Flache unter der Plasmakonzentrationszeitkurve beschrieben
(area under the curve, AUC). Zur Berechnung der AUC wurde die lineare Trapezregel
verwendet. Die AUC zwischen dem Zeitpunkt ,0“ (Zeitpunkt der Arzneistoffgabe) und dem
Zeitpunkt ts: (Zeitpunkt der letzten in die Bestimmung eingehenden Konzentration)
berechnet sich gemall Formel 9:

0.ty

last —1
AUC =L, ~t)(c,, te) (Formel 9)
i=0
Fiir die Extrapolation der AUC im terminalen Kurvenverlauf nach dem letzten Messpunkt Cjast
wurde dieser Messpunkt durch die wie beschrieben berechnete Eliminationskonstante
dividiert. Durch Addition der resultierenden Flache und der zuvor berechneten AUCq st
(Formel 9) ergibt sich die AUCy._ c:

-

AUC, . =AUC, , li' (Formel 10)

e

Auf Grundlage der so bestimmten Exposition sowie der eingenommenen Arzneistoffdosis

lasst sich nun die orale Gesamtclearance (CI/F) berechnen:

Dosi
a/F= 22 (Formel 11)
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3 MATERIAL

3.1 Materialien fiir Probanden- und Patientenprofile

3.1.1 HPLC-Analytik

3.1.1.1 Arzneistoffe (Reinsubstanzen)

- Bisoprolol
(RS)-1-[4-(2-1sopropoxyethoxymethyl)phenoxy]-3-(isopropylamino)-2-propanol
Bezogen als Bisoprololfumarat tiber Salutas Pharma GmbH, Barleben, Deutschland

- Dextromethorphan
(+)-3-Methoxy-17-methylmorphinan
Bezogen als Dextromethorphanhydrobromid-Monohydrat Giber SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim, Deutschland

- Dextrorphan
(+)-17-Methylmorphinan-3-ol
Bezogen als Dextrorphan lber SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Deutschland

- Metoprolol
(RS)-1-(Isopropylamino)-3-[4-(2-methoxyethyl)phenoxy]-2-propanol
Bezogen als Metoprololtartrat Giber SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Deutsch-
land

- Verapamil
(RS)-2-Isopropyl-2,8-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methyl-6-azaoctannitril
Bezogen als Verapamilhydrochlorid tiber SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim,
Deutschland
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3.1.1.2 Losungsmittel und Reagenzien

Sofern Gefahrenhinweise (,,R-Satze”) und Sicherheitsratschlage (,,S-Satze”) zu beachten sind,

sind die entsprechenden Nummern der Hinweise und Ratschlage angegeben.

= Lésungsmittel

- Acetonitril
Qualitat ,HPLC Gradient Grade”
BDH Prolabo, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
R-Satze 11-20/21/22-36; S-Satze 16-36/37

- Methanol
Qualitat ,,HPLC Isocratic Grade”
BDH Prolabo, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
R-Satze 11-23/24/25-39/23/24/25; S-Satze 07-16-36/37-45

- Wasser
Qualitat ,,Super Gradient Grade”
BDH Prolabo, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

= Reagenzien

- Betaglucuronidase
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Deutschland

- Borsdure
Analysenqualitat
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
R-S&tze 60/61; S-Satze 45-53

- Essigsaure 99%
Analysenqualitat
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
R-Satze 10-35; S-Satze 23-26-45

- Kaliumhydroxid
Analysenqualitat
Mallinckrodt Baker B. V., Deventer, Niederlande
R-Satze 22-35; S-Satze 26-36/37/39-45

- Kaliumdihydrogenphosphat
Analysenqualitat
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

- Natriumhydroxid
Analysenqualitat
BDH Prolabo, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
R-Satz 35; S-Satze 26-37/39-45
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3.1.1.3 Loésungen

= Losungsmittelgemische

Injektorspiillésung mit 30 % Acetonitril
70 Volumenteile Wasser, 30 Volumenteile Acetonitril

Injektorspiillésung mit 50 % Acetonitril
50 Volumenteile Wasser, 50 Volumenteile Acetonitril

Methanol 50%
50 Volumenteile Methanol, 50 Volumenteile Wasser

Standardlosungen

Bisoprolol-Standardlésung
0,1 pg/ml Bisoprolol freie Base in Methanol 50%

Dextromethorphan-Standardlésung
10 pg/ml Dextromethorphan freie Base in Methanol 50%

Dextrorphan-Standardlésung
10 pg/ml Dextrorphan freie Base in Methanol 50%

Metoprolol-Standardlésung
0,1 pug/ml Metoprolol freie Base in Methanol 50%

Verapamil-Standardldosung
1 pg/ml Verapamil in Methanol 50%

Puffer, Puffergemische und FlieBmittel

Bisoprolol-FlieBmittel
70 Volumenteile Phosphatpuffer (20 mM, pH 6,7), 30 Volumenteile Acetonitril

Phanotypisierungs-Extraktionspuffer
20 Volumenteile Kaliumacetatpuffer (0,1 M, pH 5,0), 80 Volumenteile Acetonitril

Phosphatpuffer (20 mM, pH 6,7)
Kaliumdihydrogenphosphat/Natriumhydroxid, wassrig

Boratpuffer (0,05 M, pH 9,0)
Borsaure/Kaliumhydroxid, wassrig

Kaliumacetatpuffer (0,1 M, pH 5,0)
Essigsaure/Kaliumhydroxid, wéassrig

Kaliumacetatpuffer (0,25 M, pH 4,0)
Essigsaure/Kaliumhydroxid, wéassrig

Metoprolol-FlieBmittel
70 Volumenteile Phosphatpuffer (20 mM, pH 6,7), 30 Volumenteile Acetonitril

Phanotypisierungs-FlieBmittel
50 Volumenteile Kaliumacetatpuffer (0,25 M, pH 4,0), 50 Volumenteile Acetonitril
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3.1.1.4 HPLC-Apparatur mit Trennsdulen

- Shimadzu Controller SCL10Avp
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

- Vier-Wege online Degasser Knauer K-5004
Knauer GmbH, Berlin, Deutschland

- Shimadzu Pumpe LC10Avp
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

- Shimadzu Autoinjektor SIL-10A
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

- Shimadzu Fluoreszenzdetektor RF-10A
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

- HPLC-Software
LC-Solutions
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

- CN-RP-Trennsdule
CC 250/4.6 Nucleodur 100-5 CN-RP
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

- CN-RP-Vorsdule
CC 8/4 Nucleodur 100-5 CN-RP
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

3.1.1.5 Verbrauchsmaterialien

- CN-Kartuschen
BOND ELUT®-CN-U, 100 mg Saulenmaterial, 1 ml Sdulenvolumen
Varian Inc, Harbor City, USA

- Mikrozentrifugenréhrchen 1,5 ml und 2 ml
BDH Prolabo, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

- Pipettenspitzen fiir Pipetten Eppendorf Research 10, 100 und 1000 pl
BDH Prolabo, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

- Hydrophiler Polypropylen-Membranfilter GH Polypro 47 mm 0,2 um
Pall Life Sciences, Ann Arbor, Ml, USA
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3.1.1.6 Laborgeriate

Analysenwaage Shimadzu AUW 220D
Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

Filterhalter SolVac®
Pall Life Sciences, Ann Arbor, Ml, USA

Zentrifuge Eppendorf 5810R
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Kuhlschrank
LIEBHERR Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Tiefkiihlschrank -20 °C
LIEBHERR Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Magnetriihrer MR 1000
Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Deutschland

pH-Meter HANNA Instruments pH211
HANNA Instruments Deutschland GmbH, Kehl am Rhein, Deutschland

Pipetten Eppendorf Research 10, 100 und 1000 ul
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vakuumkammer Vac-Elut
CS-Chromatographie, Langerwehe, Deutschland

Vakuumpumpe
KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland

Vortex-Schiittler VWR lab dancer
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Inkubator (Trockenschrank)
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

3.1.2 Probandenmedikation und Blutentnahmen

3.1.2.1 Arzneistoffe (Fertigarzneimittel)

Bisoprololfumarat
BisoHEXAL® 10 mg
HEXAL AG, Holzkirchen, Deutschland

Dextromethorphanhydrobromid-Monohydrat
Hustenstiller-ratiopharm® Dextromethorphan
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Metoprololtartrat
MetoHEXAL® 100 mg
HEXAL AG, Holzkirchen, Deutschland

-57 -



3 MATERIAL — 3.2 Software

3.1.2.2 Verbrauchsmaterialien

- Blutentnahmeroéhrchen 1,2 mi, 5,5 ml und 7,5 ml
SARSTEDT S-Monovette®
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- Adapter fiir Blutentnahmerohrchen
SARSTEDT S-Monovette® Adapter
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- Verweilkaniile
Vasocan® Brauntle®
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

- Blutentnahme-Kaniilen
Multifly® Kanllen-Set
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

- Einmalspritzen 2 ml und 5 ml
Braun Injekt
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

3.2 Software

- Microsoft® Excel, Version fiir Microsoft Office 2007
Microsoft Corporation, Redmond, USA

- RevMan 5 (Review Manager)
The Nordic Cochrane Centre, Kopenhagen, Danemark

- PK-Sim® Version 4.2
Bayer Technologies Services, Leverkusen, Deutschland

- RVersion 2.11.0
The R Foundation for Statistical Computing

- ScanData
Bayer Technologies Services, Leverkusen, Deutschland
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse des Cochrane-Reviews

4.1.1 Beschreibung der im Cochrane-Review erfassten Studien

Die systematische Literaturrecherche (beschrieben in Abschnitt 2.1.2.3) resultierte in einer
Liste von 677 Publikationen (s. Abbildung 8). Nach Durchsicht der Titel und Abstracts
konnten auf Grundlage der in Abschnitt 2.1.2.2 genannten Kriterien direkt 671 dieser

Veroffentlichungen ausgeschlossen werden.

Systematische und umfassende
Literaturrecherche

\ 4

677 potentiell relevante
Publikationen ermittelt

671 ausgeschlossen gemaR vorab
—) 5Em
festgelegten Kriterien

v
6 Publikationenverbleibend |

l 2 ausgeschlossen (keine Trennung
von Erwachsenen- und Kinderdaten)

v
4 Publikationen eingeschlossen
(3 randomisierte, kontrollierte
klinische Studien)

Abbildung 8: Vorgehen bei der Auswahl der Studien fiir das Cochrane-Review
Schematisch dargestellt sind die Auswahlschritte, die schlielRlich zum Einschluss von vier
Publikationen in das Cochrane-Review fiihrten.

Auf Grundlage der Analyse der vollstandigen Publikationstexte konnten dann wiederum zwei
Publikationen, die sich mit zwei unterschiedlichen klinischen Studien befassten,
ausgeschlossen werden (die Bezeichnung ,ausgeschlossene Studien“ bezieht sich im
Folgenden auf diese beiden Studien) (Kajimoto et al. 2006; Suwa et al. 1996). Am Ende des

Selektionsprozesses konnten schlielllich vier Veroffentlichungen, die sich auf drei unter-
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schiedliche Studien bezogen, in das Cochrane-Review eingeschlossen werden (Azeka et al.
2002; Buchhorn et al. 2001; Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002).

4.1.1.1 Eingeschlossene Studien

Bei der Studie von Azeka et al. (Azeka et al. 2002) handelte es sich um eine randomisierte,
doppelblinde, placebokontrollierte, monozentrische klinische Studie, in der die Wirksamkeit
von Carvedilol in einem Kollektiv von 22 padiatrische Patienten mit Herzinsuffizienz infolge

einer idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie untersucht wurde (s. Tabelle 2).

Das Alter der Teilnehmer lag zwischen 3,2 Monaten und zehn Jahren. Die Patienten litten
trotz mindestens zweimonatiger ,Standardtherapie” (Digoxin, Diuretika, ACE-Inhibitoren) an
einer schweren Herzinsuffizienz (NYHA-Klasse V) mit einer Ejektionsfraktion unter 30 % und

befanden sich auf der Warteliste fiir eine Herztransplantation.

Im Anschluss an eine Titrationsphase wurde Carvedilol liber eine Dauer von sechs Monaten
mit einer Zieldosis von taglich 0,2 Milligramm pro Kilogramm Koérpergewicht, verteilt auf
zwei Dosen, verabreicht. Zusatzlich erhielten sowohl die acht Patienten des Placebo- also

auch die 14 Patienten des Carvedilol-Arms die ,,Standardtherapie”.

Untersucht wurden die Patienten zu Studienbeginn sowie nach Ende der sechsmonatigen
Phase unter Enddosis. Die untersuchten Endpunkte waren Tod durch kardiovaskulares
Ereignis, Veranderung der NYHA-Klasse, Verminderter Bedarf an Komedikation, Verlassen
der Herztransplantationswarteliste, linksventrikuldre Ejektionsfraktion, Verkirzungsfraktion,
linksventrikularer diastolischer Index (linksventrikuldrer diastolischer Durchmesser bezogen
auf die Korperoberflaiche) und linksventrikuldarer systolischer Index (linksventrikularer

systolischer Durchmesser bezogen auf die Kérperoberflache).
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Tabelle 2:

Charakteristika der eingeschlossenen Studien - Azeka et al.

METHODEN

Studiendesign:

Monozentrisch, Paralleldesign

PATIENTEN

Studienort:

Patientenzahl,
Geschlecht:
Alter:

Einschlusskriterien:

Ausschlusskriterien:

Ausgangsschweregrad

der Herzinsuffizienz:

Begleiterkrankungen:

Sao Paulo, Brasilien

22 Patienten: 14 (4 mannlich/10 weiblich; 29 %/71 %) in Behandlungs-
gruppe; 8 (7 mannlich/1 weiblich; 88 %/13 %) in Kontrollgruppe

3,2 Monate bis 10 Jahre; mittleres Alter: Behandlungsgruppe 2,1 (95 %
KI 1,4 bis 2,8) Jahre; Kontrollgruppe 3,7 (1,1 bis 6,2) Jahre

- Idiopathische dilatative Kardiomyopathie

- Ejektionsfraktion < 30 %

- Auf Warteliste flr Transplantation

- Zwei Monate Standardtherapie unzureichend

- Aktive Myokarditis

- Anhaltende, nicht durch antiarrhythmische Intervention oder Herz-
schrittmacher kontrollierbare ventrikuldre Tachykardie oder Uber-
leitungsstorung

- Systemische arterielle Hypertonie

- Progrediente systemische Erkrankungen, die eine Kardiomyopathie
zur Folge haben kénnen

- Klinisch relevante Leber- oder Nierenerkrankungen

- Himodynamische Instabilitdt, die Behandlung mit adrenergen
Agonisten / Antagonisten oder mechanische Ventilation erfordert

NYHA-Klasse IV (alle Patienten)

Nicht angegeben

INTERVENTIONEN

Studienmedikation:

Komedikation:

Behandlungsdauer:

Carvedilol; Startdosis 0,01 mg/kg/d; wochentliche Verdopplung bis auf
0,16 mg/kg/d; Zieldosis 0,2 mg/kg/d; verteilt auf zwei Dosen; Kontroll-
gruppe: Placebo

Alle Patienten: Digoxin, Diuretika, ACE-Inhibitoren

Insgesamt sechs Monate plus Aufsattigungsphase [Mittelwert (95 %
KI)]: Behandlungsgruppe: 59,8 (37,4 bis 82,2) Tage; Kontrollgruppe:
61,7 (35,8 bis 87,7) Tage; unter Enddosis sechs Monate

ENDPUNKTE

(unspezifiziert)

- Modifizierter Ross-Score

- Himodynamische Parameter (Echokardiographie)
- Herzfrequenzvariabilitat (24 h-Langzeit-EKG)

- Neurohumorale Parameter

,KI“ ist kurz fur Konfidenzintervall, ,<“ bedeutet kleiner als; ,NYHA” ist kurz fir New York
Heart Association, ,ACE” fur Angiotensin Converting Enzyme, ,,mg/kg/d“ fur Milligramm
pro Kilogramm Koérpergewicht pro Tag; ,EKG” ist kurz fiir Elektrokardiogramm; Daten aus

(Azeka et al. 2002).

-61-



4 ERGEBNISSE — 4.1 Ergebnisse des Cochrane-Reviews

Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) untersuchten im Rahmen einer randomisierten,
offenen, monozentrischen klinischen Studie die Wirksamkeit von Propranolol bei 20 herz-

insuffizienten Sduglingen (s. Tabelle 3).

Die Patienten waren bis zu drei Monate alt und litten an einer Herzinsuffizienz infolge
angeborener Herzfehler mit Links-rechts-Shunts und erhéhtem pulmonalem Fluss. Trotz
verabreichter ,Standardtherapie” (Digoxin und Diuretika) wurden mit dem in modifizierter
Form eingesetzten Ross-Score mehr als sechs Punkte erzielt. Die Modifizierung des Ross-
Scores in dieser Studie beinhaltete, dass Patienten, bei denen Nahrungsgabe nur per Magen-
sonde moglich war, mit vier Punkten bewertet wurden. Im Original sieht der Ross-Score vor,
keinen bzw. einen Punkt abhdngig davon zu vergeben, ob die Dauer des Stillens 40 Minuten
unter- bzw. Uberschreitet; weitere null bis zwei Punkte werden dann abhangig vom verab-

reichten Volumen vergeben.

Alle Patienten erhielten Uber den gesamten Studienzeitraum die ,Standardtherapie”. In
einer einwochigen Startphase wurde diese allein verabreicht; nach Ende der Woche wurde
zehn Sauglingen zusétzlich Propranolol in steigender Dosierung gegeben; dabei wurde so
lange auftitriert, bis entweder eine Herzfrequenzsenkung auf 110 bis 120 Schlage pro Minute
oder die Zieldosis von zwei Milligramm Propranolol pro Kilogramm Koérpergewicht erreicht

wurde.

Untersuchungen fanden nach Ende der Startphase und am Ende der Titrationsphase statt.
Hieraus ergab sich eine durchschnittliche Behandlungsdauer von 17 Tagen. Die untersuchten
Endpunkte umfassten den Ross-Score, hamodynamische Parameter (echokardiographische
Untersuchungen), Herzfrequenzvariabilitat (24 Stunden-Elektrokardiogramm) und neuro-

humorale Parameter.
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Tabelle 3:

Charakteristika der eingeschlossenen Studien - Buchhorn et al.

METHODEN

Studiendesign:

Monozentrisch, Paralleldesign

PATIENTEN

Studienort:

Patientenzahl,
Geschlecht:

Alter:

Einschlusskriterien:

Ausschlusskriterien:

Ausgangsschweregrad
der Herzinsuffizienz:

Begleiterkrankungen:

Gottingen, Deutschland

20 Patienten: 10 (4 mannlich/6 weiblich; 40 %/60%) in Behandlungs-
gruppe; 10 (4 mannlich/6 weiblich; 40 %/60%) in Kontrollgruppe

Bis zu drei Monate alte Sduglinge; Mittelwert (+/- SD): Behandlungs-
gruppe 9,2 +/- 4,5 Wochen; Kontrollgruppe 5,3 +/- 2,4 Wochen

- Angeborene Herzfehler mit schwerer Herzinsuffizienz aufgrund von
Links-rechts-Shunts

- Modifizierter Ross-Score > 6 Punkte trotz Therapie mit Digitalis und
Diuretika

Nicht angegeben

Modifizierter Ross-Score (Mittelwert +/- SD): Behandlungsgruppe:
8,3 +/- 1,9; Kontrollgruppe: 7,2 +/- 2,4 (nach einer Woche ,,Run-in-
Phase” unter Standardtherapie)

Trisomie 21 (6 Falle), Duodenalstenose (2 Falle), Lippenkiefergaumen-
spalte (1 Fall), Tuberdse Sklerose (1 Fall)

INTERVENTIONEN

Studienmedikation:

Komedikation:

Behandlungsdauer:

Propranolol; Startdosis 1,0 mg/kg/d; Auftitration bis zu einer Herz-
frequenz von 110-120 /min; Zieldosis 2 mg/kg/d; mittlere Enddosis 1,6
+/- 0,6 mg/kg/d; Kontrollgruppe: keine Studienmedikation

Alle Patienten "Standardtherapie" Digoxin und Diuretika; eine Woche
,Run-in-Phase” mit Standardtherapie

Insgesamt im Durchschnitt 17 Tage (Datenerhebung im ersten
Behandlungsmonat wahrend der Auftitration), unter Enddosis: Zusatz-
liche Beobachtungen nach Ende der Auftitrationsphase

ENDPUNKTE

(unspezifiziert)

- Modifizierter Ross-Score

- Himodynamische Parameter (Echokardiographie)
- Herzfrequenzvariabilitat (24 h-Langzeit-EKG)

- Neurohumorale Parameter

,SD“ steht fir die Standardabweichung, ,+/-“ fiur zuzuglich respektive abziglich,
,<“ bedeutet kleiner als, ,>“ groRer als; ,NYHA” ist kurz fir New York Heart Association,
,ACE” fur Angiotensin Converting Enzyme, ,mg/kg/d“ fur Milligramm pro Kilogramm
Korpergewicht pro Tag; ,EKG“ ist kurz fur Elektrokardiogramm. Daten aus (Buchhorn et al.

2001).
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Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002) fihrten eine randomisierte, multi-
zentrische, doppelblinde, placebokontrollierte klinische Studie mit Carvedilol an 161
padiatrischen Patienten mit symptomatischer systolischer Herzinsuffizienz unterschiedlicher
Atiologie durch. In der Mehrzahl der Fille (59 %) lag der Herzinsuffizienz eine dilatative
Kardiomyopathie zugrunde, bei 27 % handelte es sich um einen angeborenen Herzfehler mit
einem nicht-linken Systemventrikel und bei 14 % lag ein angeborener Herzfehler mit einem

linken Systemventrikel vor (s. Tabelle 4).

Eingeschlossen wurden Patienten im Alter von null bis 18 Jahren; der Altersmedian lag in den
verschiedenen Studienarmen bei 1,8 bis 3,6 Jahren. Alle Patienten litten an chronischer
symptomatischer Herzinsuffizienz aufgrund systemischer ventrikuldrer systolischer
Funktionseinschrankung mit einer Ejektionsfraktion unter 40 % trotz vorangegangener
,Standardtherapie” (individuelle Therapieschemata, die jedoch immer ACE-Inhibitoren

beinhalteten) von mindestens einem Monat Dauer.

Die Carvediloldosis wurde (iber mehrere Wochen hinweg einschleichend erhoht, wobei die
Zieldosis im sogenannten ,Niedrigdosis-Arm“ der Studie (53 Patienten) bei taglich
0,4 Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht und im ,Hochdosis-Arm“ der Studie (ebenfalls
53 Patienten) bei téglich 0,8 Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht lag. Diese Dosen
wurden jeweils auf zwei tagliche Gaben aufgeteilt. Die verbleibenden Patienten erhielten
Placebo. Die Dauer der Behandlung betrug sechs Monate; wahrend der gesamten Zeit wurde

die ,Standardtherapie” in allen drei Armen beibehalten.

Vor Beginn sowie nach Ende der sechsmonatigen Intervention fanden Untersuchungen statt,
deren Ergebnisse in Form eines zusammengesetzten Endpunktes angegeben wurden. Dieser
zusammengesetzte Endpunkt vereinigte sowohl Beurteilungen der Herzfunktion als auch

globale Bewertungen von Patienten und Eltern sowie schwerwiegende klinische Vorfille.
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Tabelle 4: Charakteristika der eingeschlossenen Studien - Shaddy et al.

METHODEN

Studiendesign:

26 Zentren, Paralleldesign

PATIENTEN

Studienort:
Patientenzahl,
Geschlecht:

Alter:

Einschlusskriterien:

Ausschlusskriterien:

USA

161 Patienten: 106 (je 53 in den verschiedenen Dosis-Armen) in
Behandlungsgruppe; 55 in Kontrollgruppe; 83 mannlich/78 weiblich
(52 %/48 %)

0 bis 18 Jahre; medianes Alter (Interquartilbereich): ,Hochdosis-Arm*“:
2,8(1,1-10,2) Jahre, ,Niedrigdosis-Arm“: 3,6 (1,2 - 12,8) Jahre;
Kontrollgruppe: 1,8 (0,8 - 6,1) Jahre

- Chronische symptomatische Herzinsuffizienz aufgrund generalisierter
systolischer ventrikuldarer Funktionseinschrankung

- NYHA-Klasse oder Ross-Score Il, Il oder IV seit mindestens einem
Monat (Neugeborene: zwei Wochen)

- Ejektionsfraktion < 40 % in den vier Wochen (Neugeborene: zwei
Wochen) vor Randomisierung

- Ein Monat (Neugeborene: zwei Wochen) Standardtherapie
unzureichend
- NYHA oder Ross-Score-Klasse |

- Herztransplantation oder Korrektur-Operation binnen acht Monaten
nach Studieneintritt vorgesehen

- Anhaltende oder symptomatische unkontrollierbare ventrikulare
Arrhythmien

- Bestimmte* kardiale oder endokrine Erkrankungen

- Kardiomyopathie infolge bestimmter* Erkrankungen

- Aktive Myokarditis;

- Blutdruck und Herzfrequenz in nicht vertretbarem™ Bereich

- Renale oder pulmonale Hypertonie, die nicht auf Vasodilatatoren
anspricht;

- Obstruktive Atemwegserkrankungen

- Erkrankungen, die Absorption, Metabolisierung oder Exkretion von
Arzneistoffen beeintrachtigen kénnen

- Andere schwerwiegende Erkrankungen, die auf die Studienteilnahme
oder auf das Uberleben des Patienten Einfluss haben konnten

- Fehlendes Einverstandnis zur Studienteilnahme
- Gebarfahiges Alter ohne addquate Kontrazeption

- Bekannte Uberempfindlichkeit oder Allergie gegen Betarezeptoren-
blocker

- Einnahme von Prifpraparaten in bestimmtem™* Zeitraum vor
Randomisierung

- Einnahme von Betarezeptorenblockern innerhalb der letzten zwei
Monate vor Randomisierung

- Einnahme bestimmter* anderer Arzneistoffe innerhalb der letzten
zwei Wochen vor Randomisierung

[Fortsetzung und FuBnote s. folgende Seite]
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[Fortsetzung Tabelle 4]

Ausgangsschweregrad NYHA-Klasse-Anteil in Studienpopulation: NYHA [l — 71 %; NYHA 1l —

der Herzinsuffizienz: 27 %; NYHAIV-0,1%

Begleiterkrankungen: Nicht angegeben

INTERVENTIONEN

Studienmedikation: Carvedilol; “Niedrigdosis-Arm": Startdosis 0,05 mg/kg/d; alle zwei

Wochen Verdopplung; Zieldosis 0,4 mg/kg/d (25 mg/d fiir Patienten >
62,5 kg); "Hochdosis-Arm": Startdosis 0,1 mg/kg/d; alle zwei Wochen
Verdopplung; Zieldosis 0,8 mg/kg/d (50 mg/d for Patienten > 62,5 kg);
alle Dosen verteilt auf zwei Gaben; Kontrollgruppe: Placebo

Komedikation: Alle Patienten: "Standard-Herzinsuffizienztherapie", inclusive ACE-
Inhibitor

Behandlungsdauer: Insgesamt acht Monate, unter Enddosis sechs Monate

ENDPUNKTE

Primar: Beeinflussung des zusammengesetzten Endpunktes zur Beurteilung der

Herzinsuffizienz

Sekundar: - Einzelne Bestandteile des zusammengesetzten Endpunktes
- Echokardiographische Parameter
- In der Studienpopulation erzielte Carvedilolspiegel
- BNP-Spiegel
- Sicherheit und Vertraglichkeit

*Detailliert in Originalpublikation angegeben (Shaddy et al. 2002); ,<“ bedeutet kleiner als,
> groRer als; ,NYHA” ist kurz fir New York Heart Association, ,,ACE” flir Angiotensin
Converting Enzyme, ,mg/kg/d“ fir Milligramm pro Kilogramm Koérpergewicht pro Tag;
,EKG” steht flir Elektrokardiogramm, ,BNP“ fiir Brain-Type Natriuretisches Peptid; Daten
aus (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002).

4.1.1.2 Ausgeschlossene Studien

Die Studien von Kajimoto et al. (Kajimoto et al. 2006) und Suwa et al. (Suwa et al. 1996)
wurden von dem Cochrane-Review ausgeschlossen, da in den Publikationen Daten von
Kindern mit denen von Erwachsenen vermengt dargestellt wurden. Durch diese Art der
Zusammenfassung war es nicht moglich, Rickschliisse auf reine Kinderpopulationen zu

ziehen (s. Tabelle 5).
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Tabelle 5: Charakteristika der ausgeschlossenen Studien

Ausschlussgrund

Kajimoto et al. Das Alter der Studienpopulation reichte von sieben bis 27 Jahren; da keine
Einteilung von Subgruppen nach dem Alter vorgenommen wurde, kdnnen
keine spezifischen Schlussfolgerungen fiir Kinder gezogen werden.

Suwa et al. Das Alter der Studienpopulation reichte von 14 bis 68 Jahren; da keine
Einteilung von Subgruppen nach dem Alter vorgenommen wurde, kdnnen
keine spezifischen Schlussfolgerungen fiir Kinder gezogen werden.

Daten aus (Kajimoto et al. 2006; Suwa et al. 1996).

4.1.2 Risiko fiir systematische Fehler (Bias) in den
eingeschlossenen Studien

Die Qualitdt der Methodik variierte erheblich zwischen den in das Cochrane-Review
eingeschlossenen Studien. Abgesehen von den sehr grundlegenden Aspekten
Randomisierung und Bericht Gber nicht in der Endauswertung erfasste Teilnehmer (,losses
to follow up“), unterschied sich der Grofiteil der eingesetzten Methoden und der
bestimmten Parameter deutlich zwischen den Studien. Zusammen mit wesentlichen Unter-
schieden im Hinblick auf die Charakteristika der Studienkollektive (s. Diskussion in Abschnitt
5.3.1) dies maBgeblich zu der groRen Heterogenitdt der in das Cochrane-Review

eingeschlossenen Studien bei.

In jeder der drei eingeschlossenen Studien erfolgte die Einteilung in Behandlungs- und
Kontroll-Arme durch Randomisierung. Uber vor der Endauswertung ausgeschiedene
Patienten (,losses to follow up”) wurde in ebenfalls allen drei Studien berichtet. Die beiden
Untersuchungen von Azeka et al. (Azeka et al. 2002) und Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007;
Shaddy et al. 2002) wurden placebokontrolliert und doppelblind durchgefiihrt, die Unter-
suchung von Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) dagegen nicht. Buchhorn et al. fiihren als
Begriindung hierflir an, dass die Verblindung einer Betarezeptorenblockertherapie grund-
satzlich nicht sinnvoll sei, da die Patienten unter Betarezeptorenblocker jederzeit an der
Senkung der mittleren Herzfrequenz erkennbar seien. Unter diesem Gesichtspunkt stellt sich
die Frage, ob bei Azeka et al. und Shaddy et al. nicht zumindest teilweise eine Entblindung

stattgefunden hat, obwohl die Autoren selbst dies nicht kommentieren.

Fallzahlplanungen fehlten in den drei eingeschlossenen Studien entweder véllig, oder waren
nicht ausreichend nachvollziehbar. Weder Azeka et al. (Azeka et al. 2002) noch Buchhorn et

al. (Buchhorn et al. 2001) berichten Uber die Durchfiihrung entsprechender statistischer
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Berechnungen und duBern sich auch nicht dazu, inwiefern bei 22 respektive 20 Studienteil-
nehmern eine ausreichende Datenbasis fiir valide Schlussfolgerungen gegeben ist. Im
Gegensatz dazu wurden von Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002) die
angenommenen Raten flir Verbesserung wie Verschlechterung der Herzinsuffizienz unter
Carvedilol und Placebo genannt, auf Grundlage derer die benétigte Teilnehmerzahl mit 150
berechnet wurde. Diese Annahmen allerdings wurden nicht referenziert; dartiber hinaus
wurde nicht diskutiert, inwiefern — wie in diesem Fall geschehen - Raten fir die
Verbesserung oder Verschlechterung einer Herzinsuffizienz von Erwachsenen direkt auf

Kinder tGbertragen werden kénnen.

In der Studie von Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) bestand ein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 0,03) zwischen dem mittleren Alter in Behandlungs- und Kontrollgruppe
(Behandlungsarm: 9,2 +/- 4,5 Wochen (Mittelwert zuziglich/abzlglich (+/-) Standardab-
weichung), Kontrollarm: 5,3 +/- 2,4 Wochen). Dies kénnte moglicherweise eine Verzerrung
der Ergebnisse bewirkt haben, da jlingere Sauglinge generell noch einen hoheren
pulmonalen GefaRwiderstand zeigen, woraus bei Herzfehlern mit Links-rechts-Shunt ein

geringeres Shuntvolumen folgt.

Die Kriterien der New York Heart Association (NYHA) werden zur Klassifizierung der Schwere
der chronischen Herzinsuffizienz herangezogen; dieses System ist auf Erwachsene
ausgerichtet und auf Kinder nicht ohne weiteres lbertragbar (Ross et al. 1992). Daher wurde
von Buchhorn et al. der Ross-Score verwendet, um bei den Studienteilnehmern den
Schweregrad der Herzinsuffizienz zu bestimmen. Obwohl es sich bei den jliingsten Patienten
der Studie von Azeka et al. (Azeka et al. 2002) eindeutig um Sauglinge handelte (das Studien-
kollektiv umspannte einen Altersbereich von 3,2 Monaten bis zehn Jahren), wurde fir das
gesamte Kollektiv eine ,,modifizierte” NYHA-Einteilung verwendet (gemal einer publizierten
Methode (Bruns et al. 2001)). Diese Modifikation jedoch besteht aus einer Anpassung an
Kinder im Schulalter, und es bleibt unklar, wie dieses System auf Sauglinge angewendet
werden konnte. Im Gegensatz hierzu verwendeten Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy
et al. 2002) abhangig vom Alter des einzelnen Patienten wahlweise den Ross-Score oder die
NYHA-Klassifizierung.

Obwohl nun aber der Ross-Score formal das korrekte System fir die Einteilung der
chronischen Herzinsuffizienz bei Sauglingen darstellt, taugt er nur eingeschrankt fiir die
Beurteilung einer Verbesserung der Herzinsuffizienzsymptome unter Betarezeptoren-
blockergabe, da er unter anderem auch auf dem Parameter Herzfrequenz basiert. Eine
Senkung der Herzfrequenz kann als Zeichen einer Verbesserung der Herzinsuffizienz

auftreten, jedoch auch als direkte pharmakodynamische Folge einer Betarezeptoren-
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blockade. Dies bedeutet, dass unter Betarezeptorenblockertherapie bei allen Patienten,
unabhangig vom tatsachlichen Verlauf der Herzinsuffizienz, eine Herzfrequenzsenkung zu
erwarten war. Bei allen Studien, in denen der Ross-Score verwendet wurde, namentlich in
den Studien von Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) und Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007;
Shaddy et al. 2002), besteht deshalb das Risiko systematischer Ergebnisverzerrungen (Bias).

Tabelle 6: Risiko fiir systematische Fehler - Azeka et al.
Methodischer Aspekt Beurteilung Beschreibung
Addquate Methode fiir Unklar Randomisierung erwdhnt, Methode jedoch nicht
Randomisierung? beschrieben
Verdeckte Zuordnung? Unklar Nicht beschrieben
Verblindung? Ja Doppelblind, jedoch keine Verblindung der
Endpunktbewertung erwahnt
Diskussion unvollstiandiger Unklar In keinem der Studienarme Abbruch der
Endpunkterhebung? Behandlung; neun Patienten nicht in Endaus-

wertung erfasst (lost to follow up) wegen Tod
oder Herztransplantation

Die Tabellen dienen der Beurteilung des Risikos fir die verschieden Arten systematischer
Fehler (Bias), die im Methodenteil in Abschnitt 2.1.2.4 erldutert wurden. Die Beurteilung
erfolgt standardisiert durch Einordnung in eine der vorgegebenen Kategorien ,Ja“
,unklar“ oder ,Nein”.

Tabelle 7: Risiko fiir systematische Fehler - Buchhorn et al.
Methodischer Aspekt Beurteilung Beschreibung
Addquate Methode fiir Unklar Randomisierung erwahnt, Methode jedoch nicht
Randomisierung? beschrieben
Verdeckte Zuordnung? Unklar Nicht beschrieben
Verblindung? Nein Sowohl Behandlung als auch Endpunktbewertung
offen
Diskussion unvollstiandiger Ja Bei einem Patient des Behandlungsarms wurde
Endpunkterhebung? die Behandlung wahrend der Auftitrationsphase

wegen einer Sepsis abgebrochen, die Daten
gingen jedoch in die Auswertung ein

Die Tabellen dienen der Beurteilung des Risikos fiir die verschieden Arten systematischer
Fehler (Bias), die im Methodenteil in Abschnitt 2.1.2.4 erldutert wurden. Die Beurteilung

erfolgt standardisiert durch Einordnung in eine der vorgegebenen Kategorien ,Ja“
,uUnklar” oder ,Nein”.
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Tabelle 8: Risiko fiir systematische Fehler - Shaddy et al.

Methodischer Aspekt Beurteilung Beschreibung

Adaquate Methode fiir Ja Adaquate Randomisierung; Stratifizierung der

Randomisierung? Studienarme nach linkem oder nicht-linkem
Systemventrikel

Verdeckte Zuordnung? Ja Zuordnung von Randomisierungscodes durch
Pharmazeuten

Verblindung? Ja Doppelblind; jedoch keine Verblindung der
Endpunktbewertung erwahnt

Diskussion unvollstiandiger Ja Intention-to-treat-Analyse ergibt keine signi-

Endpunkterhebung? fikanten Unterschiede zwischen den Studien-

armen im Hinblick auf regelrechten Studien-
abschluss, auf Behandlungsabbruch, Tod und
Herztransplantation; 20 - 25 % Behandlungs-
abbruch in jedem Behandlungsarm

Die Tabellen dienen der Beurteilung des Risikos fiir die verschieden Arten systematischer
Fehler (Bias), die im Methodenteil in Abschnitt 2.1.2.4 erldutert wurden. Die Beurteilung
erfolgt standardisiert durch Einordnung in eine der vorgegebenen Kategorien ,Ja“
,unklar“ oder ,Nein”.

Ein weiterer methodisch kritisch zu sehender Aspekt ist der Bericht Uber die hamo-
dynamischen und neurohumoralen Parameter in den verschiedenen Studienarmen bei
Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002). Diese Parameter werden zwar
ausfihrlich dargestellt, doch ist die Anzahl Patienten, fir die die jeweiligen Daten erhoben
wurden, fir jeden einzelnen Parameter eine andere. Es bleibt unklar, auf welche
Subgruppen der Studienpopulation sich diese Ergebnisse beziehen, so dass sie nicht mit den
Ergebnissen der anderen beiden in das Cochrane-Review eingeschlossenen Studien
verglichen werden kénnen. Der Grund fiir diese uneinheitliche Darstellung geht weder aus
den dazugehdrigen Flussdiagrammen in der Publikation hervor, noch wird er von den

Autoren kommentiert.

4.1.3 Ergebnisse der Interventionen

4.1.3.1 Verbesserung der Herzinsuffizienz

Azeka et al. sowie Buchhorn et al. beobachteten eine Verbesserung der Herzinsuffizienz
unter Betarezeptorenblockertherapie; im Gegensatz dazu konnte in der Studie von Shaddy
et al. kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Wirkung von Placebo und
Carvedilol gezeigt werden (Azeka et al. 2002; Buchhorn et al. 2001; Shaddy et al. 2007;
Shaddy et al. 2002).
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Wahrend der Untersuchung von Azeka et al. (Azeka et al. 2002) starben im Placeboarm zwei
Patienten (25 %), bei zwei weiteren Patienten (25 %) wurde eine Herztransplantation durch-
gefiihrt. Die verbleibenden vier Patienten (50 %) zeigten keine Verbesserung der Herz-
insuffizienz und wurden weiterhin in NYHA-Klasse IV eingestuft. Im Vergleich dazu starben
im Behandlungsarm vier Patienten, was mit 29 % einem Anteil vergleichbar mit dem in der
Placebogruppe entspricht, wobei drei von ihnen bereits wahrend der Auftitrationsphase
starben. Eine Herztransplantation wurde in nur einem Fall durchgefiihrt (7 %). Alle (ibrigen
Patienten verbesserten signifikant ihre NYHA-Klasse (ein Patient (7 %) stieg in NYHA-Klasse Il
auf, acht Patienten (57 %) in Klassel), so dass sie von der Transplantationswarteliste

heruntergenommen werden konnten.

Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) beobachteten eine signifikante Verbesserung der
klinischen Symptomatik nach dem modifizierten Ross-Score bei den mit Propranolol
behandelten Siuglingen. In der Kontrollgruppe lag der Ross-Score-Ausgangswert bei 7,2 +/-
2,4 Punkten (Mittelwert zuziglich/abzlglich (+/-) Standardabweichung), am Ende der Unter-
suchung ergaben sich 8,3 +/- 1,9 Punkte. Beide Ergebnisse fallen in der Auswertung in die
Kategorie ,moderate” Herzinsuffizienz; diese liegt in einem Bereich von sieben bis neun
Ross-Score-Punkten vor. Die Herzinsuffizienz der Patienten in der Propranololgruppe wurde
bei der Ausgangsuntersuchung ebenfalls als ,moderat” bewertet (8,3 +/- 1,9 Punkte),
verbesserte sich tiber die Beobachtungsdauer jedoch, bis sie zu Ende der Titrationsphase als

,mild“ (3,3 +/- 2,3 Punkte) eingestuft wurde (Bereich fiir ,mild“: drei bis sechs Punkte).

Die Studie von Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002) ergab im Hinblick auf
den primaren Endpunkt kombinierter Bewertungen der Herzinsuffizienz eine Verbesserung
bei 56 % der Patienten sowohl in der Placebo- als auch in der Carvedilolgruppe (kombinierte
Gruppe aus ,Hoch-“ und ,Niedrigdosisarm”). Dies entsprach 30 von 54 Patienten unter
Placebo und 58 von 103 unter Carvedilol. Der Schweregrad der Herzinsuffizienz blieb bei
acht Patienten (15 %) der Placebogruppe und bei 20 Patienten (19 %) der Behandlungs-
gruppe unverandert. Er verschlechterte sich bei 16 Patienten (30 %) des Placebo- und 25
Patienten (24 %) des kombinierten Behandlungsarms. Die Endpunkte , Gesamtsterblichkeit
jeglicher Ursache”, ,kardiovaskuldre Sterblichkeit”, ,Gesamtsterblichkeit oder herz-
insuffizienzbedingte Hospitalisierung” und , Gesamtsterblichkeit oder kardiovaskular
bedingte Hospitalisierung” unterschieden sich nicht signifikant zwischen Kontroll- und
Behandlungsarmen. Die Endpunkte NYHA- respektive Ross-Score-Klasse und Bewertung
durch Patienten, Eltern und Arzten gingen in den kombinierten Endpunkt ein, wurden jedoch

nicht gesondert dargestellt.
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4.1.3.2 Hamodynamische Parameter

Azeka et al. (Azeka et al. 2002) beobachteten im Verlauf der Untersuchung unter Carvedilol
eine hochsignifikante Verbesserung der linksventrikuldaren Ejektionsfraktion; unter Placebo
fand sich dagegen keine signifikante Anderung im Vergleich mit den Ausgangswerten. Analog

nahm die Verkilrzungsfraktion im Behandlungs-, nicht jedoch im Placeboarm zu.

In der Studie von Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) zeigte die gemessene Ejektions-

fraktion keinen signifikanten Unterschied zwischen Propranolol- und Kontrollgruppe.

Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002) gaben echokardiographische Parame-
ter fir mehrere Subgruppen der Studie an; diese waren jedoch nicht die primaren End-
punkte der Studie. Die linksventrikulare Ejektionsfraktion verbesserte sich wahrend des
Behandlungszeitraums sowohl in der Placebogruppe als auch in den beiden
Carvedilolgruppen signifikant, die Verkirzungsfraktion verbesserte sich signifikant in

Placebogruppe und Hochdosis- Carvedilolgruppe.

4.1.3.3 Vertraglichkeit der Therapie

Alle Patienten von Azeka et al. (Azeka et al. 2002), die mit Carvedilol therapiert wurden,
vertrugen die Zieldosis von taglich 0,2 Milligramm Carvedilol pro Kilogramm Korpergewicht
gut. Es wurden keine der fir antiadrenerge Pharmaka typischen unerwiinschten Wirkungen
berichtet.

Von den zehn Sauglingen, die im Rahmen der Studie von Buchhorn et al. (Buchhorn et al.
2001) Propranolol erhielten, entwickelten unter hoheren Dosen zwei eine Bradykardie und
erhielten daher eine geringere als die angestrebte Zieldosis von taglich zwei Milligramm
Propranolol pro Kilogramm Korpergewicht. Es wurden keine negativen Effekte auf die

ventrikulare Funktion oder auf hamodynamische Parameter beobachtet.

Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002) fanden keinen signifikanten Unter-
schied zwischen der Haufigkeit kardiovaskularer unerwiinschter Ereignisse zwischen Behand-
lungsarmen und Placeboarm. Die haufigsten unerwiinschten Wirkungen in allen Studien-

armen waren Infektionen der oberen Atemwege, Erbrechen und Husten.
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4.1.3.4 Weitere untersuchte Endpunkte

Azeka et al. (Azeka et al. 2002) gaben fir ihre Studienpopulation keine Herzfrequenzwerte

an; Anderungen des gemessenen Blutdruckes waren statistisch nicht signifikant.

In der Untersuchung von Buchhorn et al. (Buchhorn et al. 2001) war die mittlere Herz-
frequenz unter Propranolol im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant gesenkt (Mittelwert
zuzlglich/abzlglich (+/-) Standardabweichung: 118 +/- 10 versus 142 +/- 11 Schliage pro
Minute; p < 0,001).

Shaddy et al. (Shaddy et al. 2007; Shaddy et al. 2002) beobachteten eine signifikante Ernie-
drigung der Herzfrequenz in den zusammengefassten Carvedilolgruppen im Vergleich mit
der Placebogruppe (Mittelwert zuzuiglich/abziglich (+/-) Standardabweichung: 89,2 +/- 30,3
versus 106 +/- 21,8 Schldge pro Minute; p = 0,04). Eine Senkung des Biomarkers Brain-Type
Natriuretisches Peptid (BNP) erreichte nur in der Placebogruppe Signifikanz.

Wie im Protokoll zum Cochrane-Review vorab festgelegt, wurden die eingeschlossenen
Publikationen weiterhin auf Informationen zu den Aspekten korperliche Belastbarkeit,
Zumutbarkeit der Behandlung, Lebensqualitat aus Patientensicht und kostendkonomische
Bewertung untersucht; allerdings enthielt keine der Publikationen hierzu verwertbare

Angaben.
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4.2 Bisoprolol- und Metoprolol-Probandenprofile

4.2.1 Validierung der Methode zur Bisoprololquantifizierung

Die Validierung erfolgte im Einklang mit den Vorgaben der amerikanischen Arzneimittel-
zulassungsbehorde Food and Drug Administration, kurz FDA (FDA 2001). Dabei entsprachen
die Messergebnisse sowohl im Hinblick auf Richtigkeit, Prazision und Linearitat als auch im
Hinblick auf die Wiederfindung den FDA-Anforderungen. Samtliche Konzentrationsangaben
in diesem Abschnitt beziehen sich auf die Konzentration der freien Base Bisoprolol im Blut-

plasma.

= Richtigkeit, Prazision und Linearitat

Zur Bestimmung von Richtigkeit und Prazision der Quantifizierung wurden an drei
verschiedenen Versuchstagen jeweils fiinf Proben einer hohen, einer mittleren und einer
niedrigen Konzentration sowie der Konzentration der unteren Bestimmungsgrenze
(s. Tabelle 9) aufbereitet und vermessen. Analog zur Herstellung der Vergleichsproben
wurde fiir die Darstellung der unterschiedlichen Konzentrationen arzneistofffreies ,Leer-

plasma“ mit einer entsprechenden Menge Analyt sowie Internem Standard versetzt (s. u.).

Die Richtigkeit beschreibt gemaf FDA, wie nah das Messergebnis an der ,wahren
Konzentration®, dem Nominalwert liegt (FDA 2001). Entsprechend wurde die Richtigkeit
ermittelt, indem die gemessenen Konzentrationen auf die entsprechenden nominalen
Konzentrationen bezogen wurden. Die arithmetischen Mittelwerte aller Messungen einer
Konzentrationsstufe wichen um nicht mehr als 6,3 %, die Ergebnisse der einzelnen Versuchs-
tage um nicht mehr als 8,9 % vom jeweils entsprechenden Nominalwert ab (s. Tabelle 9) und
lagen damit innerhalb des von der FDA vorgegebenen Toleranzbereiches von 20 %

Abweichung fir die untere Bestimmungsgrenze und 15 % fiir alle tibrigen Konzentrationen.

Die Prazision stellt ein MaR dafiir dar, wie dicht die Ergebnisse verschiedener Messungen
derselben Konzentration beieinanderliegen (FDA 2001). Hierfiir wird der Variations-
koeffizient des arithmetischen Mittelwertes angegeben, der fir die untere Bestimmungs-
grenze 20 %, fiur alle Ubrigen Konzentrationen 15 % nicht berschreiten sollte. Auch hier
entsprach die Methode den FDA-Anforderungen; die Variationskoeffizienten lagen fir die
arithmetischen Mittelwerte aller Messungen einer Konzentrationsstufe nicht lGber 5,6 %, fir

die Ergebnisse der einzelnen Versuchstage nicht tber 8,5 % (s. Tabelle 9).
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Die untere Bestimmungsgrenze der Methode (,lower limit of quantification”, LLOQ) lag bei
3,125 pg/l; die entsprechenden Messergebnisse lagen wiederum deutlich unter den FDA-
Obergrenzen (FDA 2001) von hochstens 20 % fiir die Abweichung der Richtigkeit und von

hochstens 20 % fiir den Variationskoeffizienten (s. Tabelle 9).

Tabelle 9: Richtigkeit und Prazision der Methode zur Bisoprololquantifizierung

n Nominale Konzentration [pg/l] 3,125 6,25 25,00 100,00
Tagl 5 Gemessene Konzentration 3,01 6,10 25,44 106,17
Tag 2 5 lue/l 2,86 6,24 2624 108,93
Tag3 (Mittelwert) 2,92 619 2499 100,70
Mittelwert 15 2,93 6,18 25,56 105,26
Tagl 5  Richtigkeit [%] 96,2 97,6 101,7 106,2
Tag?2 5 (Mittelwert) 91,4 99,8 105,0 108,9
Tag 3 5 93,6 99,1 100,0 100,7
Mittelwert 15 93,7 98,8 102,2 105,3
Tag1 5  Préazision [%] 8,5 4,3 31 2,7
Tag 2 5 (Variationskoeffizient des 7,0 6,5 3,2 1,9
Tag 3 5 Mittelwertes) 1,4 4,1 2,1 1,4
Mittelwert 15 5,6 5,0 2,8 2,0

,Konzentration” steht fiir die Konzentration an Bisoprolol freier Base im Blutplasma; ,,n“
bezeichnet die Anzahl der untersuchten Proben; ,Mittelwert” steht fir den arithmetischen
Mittelwert.

Die Linearitat der Messung wurde durch die Analyse von Verdinnungsreihen bestehend aus
je sechs Konzentrationen tber den Bereich von 3,125 bis 100 pg/l mit je funf Proben pro
Konzentrationsstufe gezeigt. Die Beziehung zwischen gemessener und nominaler
Konzentration wurde dabei durch die Geradengleichung y=1,012x—-0,158 bei einem
BestimmtheitsmaR (R?) von 0,999 beschrieben. Die FDA betrachtet Linearitit als gegeben,
wenn vier von sechs Konzentrationen mit einer maximalen Abweichung von der Nominal-
konzentration von 15 % (20 % fir die untere Bestimmungsgrenze) bestimmt werden (FDA
2001). Dieser Anforderung an die maximale Abweichung entsprachen die Ergebnisse aller

sechs Konzentrationsstufen (s. Tabelle 10).

Die Methode erfillte weiterhin die Forderung der FDA (FDA 2001) fiir den Nachweis von
Selektivitdat, nach der die Vermessung mindestens sechs arzneistofffreier Plasmaproben

verschiedener Probanden keine moglichen Interferenzen ergeben darf, d. h. keine Signale,
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die Peaks von Analyt oder Internem Standard Uberlagern kdonnten. Ein repradsentatives

Chromatogramm eines solchen ,Leerwertes” ist in Abbildung 9 gezeigt.

Tabelle 10: Linearitat der Methode zur Bisoprololquantifizierung

n Nominale Konzentration [pug/l] 3,125 6,25 12,50 25,00 50,00 100,00

5 Gemessene Konzentration [ug/I] 292 619 12,19 2499 5130 100,70
(Mittelwert)
5 Richtigkeit [%)]

(Mittelwert) 93,6 99,1 97,5 100,0 102,6 100,7

,Konzentration” steht fiir die Konzentration an Bisoprolol freier Base im Blutplasma; ,,n“
bezeichnet die Anzahl der untersuchten Proben; , Mittelwert” steht fiir den arithmetischen
Mittelwert.

= Bestimmung der Wiederfindung

Zur Bestimmung der Wiederfindung (Recovery) wird die Peakflache, die sich aus der
Vermessung einer aus Blutplasma aufbereiteten Probe ergibt, mit der Peakfldche einer
plasmafreien Referenzprobe gleicher Konzentration (,100 %-Wert“) in Beziehung gesetzt.
Die Wiederfindung ndhert sich somit umso weiter 100 % an, je geringer die Verluste an

Analyt und Internem Standard bei der Aufbereitung sind.

Im Gegensatz zu den spezifischen Vorgaben der FDA zu Richtigkeit, Prazision und Linearitat
fordert die FDA fir die Wiederfindung lediglich generelle Prazision und Reproduzierbarkeit
(FDA 2001). Tabelle 11 zeigt, dass diese in der vorliegenden Methode sowohl fiir den
Analyten Bisoprolol als auch fir den Internen Standard Metoprolol gegeben sind: Die
Wiederfindung betrug an den einzelnen Versuchstagen fiir Bisoprolol mindestens 76,6 %, fir
Metoprolol 77,1 %; die jeweils entsprechende Prdzision als Variationskoeffizient des
arithmetischen Mittelwertes lag fiir Bisoprolol nicht héher als 8,6 % (untere Bestimmungs-
grenze) bzw. 4,9 % (alle anderen Konzentrationsstufen), fir Metoprolol nicht hoher
als 5,2 %.
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Tabelle 11: Wiederfindung in der Methode zur Bisoprololquantifizierung

n Nominale Konzentration [ug/I] 3,125 6,25 25,00 100,00
Tag1l 5  Wiederfindung Analyt [%] 84,9 89,6 81,8 76,8
Tag 2 5 (Mittelwert) 82,6 79,9 76,6 83,6
Tag 3 5 91,1 81,6 78,2 85,0
Mittelwert 15 86,2 83,7 78,9 81,8
Tag1l 5  Prézision Wiederfindung 8,6 4,9 4,8 3,6
Analyt [%]

Tag 2 4,7 2

a8 > (Variationskoeffizient des Mittel- ! 38 8 35
Tag 3 5 wertes) 3,9 3,1 3,6 3,3
Mittelwert 15 5,7 3,9 3,7 3,5
Tagl 5  Wiederfindung Interner Standard 82,2 77,1 79,7 78,3
Tag 2 5 [%] 83,8 79,0 81,1 83,8
Tag 3 (Mittelwert) 82,7 805 790 84,0
Mittelwert 15 82,9 78,9 79,9 82,0
Tagl 5  Prizision Wiederfindung Interner 2,6 3,7 3,3 3,9

Standard [%]

Tag 2 > (Variationskoeffizient des Mittel- 3.4 >2 41 31
Tag3 >  wertes) 4,1 5,2 4,5 2,6
Mittelwert 15 34 4,7 4,0 3,2

,Konzentration” steht fiir die Konzentration an Bisoprolol freier Base im Blutplasma; ,,n“
bezeichnet die Anzahl der untersuchten Proben; , Mittelwert” steht fir den arithmetischen
Mittelwert.

= Einsatz eines Probenvolumens von 1000 p Plasma

Im Laufe der Durchfiihrung der DUMBO-Studie ergab sich aufgrund klinischer Gegebenheiten
die Notwendigkeit, Patientenproben zu analysieren, in denen ungewo6hnlich niedrige
Konzentrationen zu erwarten waren (s. Abschnitt 4.4.3.3). Sofern ausreichend Proben-
material zur Verfigung stand, wurde in diesen Fallen das doppelte Volumen an Plasma fur
die Aufbereitung eingesetzt, um die untere Bestimmungsgrenze auf den halben Wert

(1,56 pg/l) zu senken.

Mithilfe der folgenden Uberlegungen und MaRBnahmen wurde sichergestellt, dass die
Validitat der Methode trotz dieser leichten Modifikation weiterhin gegeben ist: Ein Proben-
volumen von 500 pl enthélt bei einer Konzentration von 3,125 ug/I dieselbe absolute Menge
Bisoprolol wie ein Volumen von 1000 pl bei einer Konzentration von 1,5625 ug/l. Eine
Erhohung des Probenvolumens zu Beginn der Aufbereitung hat auf die HPLC-Analyse selbst

keinen Einfluss, da die Proben im Anschluss an die Festphasenextraktion zur Trockene
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eingeengt und dann immer in demselben Volumen rekonstituiert werden. Damit zu Beginn
der Aufbereitung ein ausreichend groRer Puffertiberschuss vorhanden war, um die doppelte
Menge an biologischer Matrix abzupuffern, wurde bei einem Einsatz von 1000 pl Plasma
auch das Volumen des zugesetzten Boratpuffers auf 1000 pl verdoppelt. Weiterhin wurde
eine Reihe von Kontrollmessungen im relevanten Konzentrationsbereich durchgefiihrt, um
zu belegen, dass die Verdopplung des eingesetzten Plasmavolumens weder Richtigkeit noch
Prazision noch Wiederfindung der Methode verandert (s. Tabelle 12). Die Ergebnisse dieser
Kontrollmessungen sind vergleichbar mit den oben gezeigten Ergebnissen der Methoden-
validierung aus 500 pl Plasma und entsprechen ebenso den genannten FDA-Anforderungen.
In Abbildung 9 ist das Chromatogramm eines ,Leerwertes” mit Einsatz von 1000 ul Plasma
dem eines ,Leerwertes” mit 500 pl Plasma gegenibergestellt; erwartungsgemal sind auch

hier keine Unterschiede erkennbar.

Tabelle 12: Kontrollmessungen mit Einsatz von 1000 pl Plasma

n Nominale Konzentration [pug/l] 1,5625 3,125 6,25

Gemessene Konzentration [ug/I]
> (Mittelwert) 1,48 3,00 6,31

5 Richtigkeit [%]

(Mittelwert) 95,0 96,1 100,9
Prazision [%]

> (variationskoeffizient des Mittelwertes) 4,5 16 3,6
Wiederfindung Analyt [%]

> (Mittelwert) 89,1 85,1 87,3

5 Prazision Wiederfindung Analyt [%] 16 48 53
(Variationskoeffizient des Mittelwertes) ! ! !

5 Wiederfindung Interner Standard [%] 877 89,6 824
(Mittelwert)

5  Prazision Wiederfindung Interner Standard [%] 54 6.1 33

(Variationskoeffizient des Mittelwertes)

,Konzentration” steht fiir die Konzentration an Bisoprolol freier Base im Blutplasma; ,,n“
bezeichnet die Anzahl der untersuchten Proben; , Mittelwert” steht fir den arithmetischen
Mittelwert.
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4.2.1.1 Reprasentative Chromatogramme
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Abbildung 9: Reprasentative Chromatogramme

Die Beschriftung von Abszisse und Ordinate gilt jeweils fiir alle vier Chromatogramme. Der
Interne Standard ist Metoprolol, der Analyt Bisoprolol. (A) ,Vergleichswert“: Probe
bekannter Bisoprololkonzentration, fir die arzneistofffreies Blutplasma mit Internem
Standard und Analyt versetzt wurde. (B) 11,37 Stunden nach Bisoprololgabe entnommene
Plasmaprobe von Patient IV mit einer Bisoprololkonzentration von 6,5 pg/l. (C) ,Leerwert”:
arzneistofffreies Blutplasma ohne Zusatz von Internem Standard und Analyt zum
Ausschluss von Interferenzen. (D) , Leerwert” mit Einsatz von 1000 ul Plasma (verdoppeltes
Volumen). Zum Prinzip der Quantifizierung s. Abschnitt 2.2.3.2.
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4.2.2 Charakteristika der Probanden

In Tabelle 13 sind Geschlecht, Lebensalter, KérpergroBe, Korpergewicht und Body-Mass-
Index sowie CYP2D6-Geno- und Phanotyp aller in der vorliegenden Arbeit untersuchten

Probanden zusammengestellt. Samtliche Probanden waren europdischer Abstammung.

Tabelle 13: Charakteristika der untersuchten Probanden

Zeitpunkt des Zeitpunkt des
Metoprololprofils Bisoprololprofils
S o

T 2, $%F . 82 % = g% =&
3 3 SF £2 3 8§ Ef 3w sv Ef 3w 5B
o O 0oL 0o L2 O <= VE o <2 0OE o
01 w 177  wt/wt -2,2 EM 39,8 72 23,0 n.t n.t n.t

02 w 177 *4/*6 0,3 PM 27,3 75 23,9 28,2 76 24,3
03 w 176 *3/*10 -14 EM 27,6 78 25,2 27,8 80 25,8
04 m 185 *4/wt 2,2 EM 31,8 74 21,6 32,3 74 21,6
05 w 160 wt/wt -3,0 EM 29,5 51 19,9 n.t. n.t. n.t.
06 w 147 wt/wt  -2,0 EM 27,5 55 25,5 28,0 55 25,5
07 m 178 wt/wt  -1,8 EM 25,7 77 24,3 26,0 76 24,0
08 w 174  wt/wt -2,6 EM 24,1 56 18,5 n.t. n.t. n.t.
09 w 177 wt/wt -2,6 EM 26,9 68 21,7 n.t. n.t. n.t.
10 w 173  wt/wt -2,5 EM 23,9 60 20,0 n.t. n.t. n.t.
11 w 160 wt/wt -2,9 EM 23,3 57 22,3 n.t. n.t. n.t.
Min. n.a. 147 n.a. -3,0 n.a. 23,3 51 18,5 26,0 55 21,6
Median n.a. 176 n.a. -2,2  na. 27,3 68 22,3 28,0 76 24,3
Max. n.a. 185 n.a. 0,3 n.a. 39,8 78 25,5 32,3 80 25,8

oW steht fir weiblich, ,m* fir mannlich; ,wt“ bedeutet Wildtyp fir das CYP2D6-Gen,
Sternchensymbole mit folgender Zahl kennzeichnen Mutationen des CYP2D6-Gens; bei *3,
*4, und *6 resultiert Inaktivitat, bei *10 eingeschrankte Aktivitat. ,logMR” steht fiir den
Logarithmus des Metabolischen Quotienten, bestimmt mit dem Testsubstrat
Dextromethorphan; ,EM“ steht fiir Normaler Metabolisierer, ,PM“ fir Langsamer
Metabolisierer (Details s. Text und Abschnitt 2.2.4). ,,BMI“ ist kurz fir Body-Mass-Index,
,n.t.“ fir nicht teilgenommen, ,Min.” fir Minimalwert, ,,Max.” fiir Maximalwert, ,,n.a.” fir
nicht anwendbar.
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Die Genotypisierung ergab, dass samtliche Untersuchungsteilnehmer je zwei Gene fir
CYP2D6 besalien. Dabei wurden fiir die Probanden 01, 05, 06, 07, 08, 09, 10 und 11 beide
Gene als Wildtyp bestimmt; dieser fihrt zu einer normalen CYP2D6-Aktivitat (flr Details zu
Geno- und Phanotypisierung s. Abschnitt 2.2.4). Bei einem Probanden (Proband 04) wurden
je ein Wildtyp-Gen und ein mutiertes, zu Inaktivitat fihrendes Gen detektiert. Proband 03
besal’ je eine zu verminderter und eine zu fehlender CYP2D6-Aktivitat flihrende Mutation.
Aufgrund des Genotyps war bei genau einem der elf Probanden eine véllige Inaktivitat des
CYP2D6-Enzyms zu erwarten: Bei Proband 02 wurden zwei zu CYP2D6-Inaktivitat fihrende
Mutationen nachgewiesen. In der bereits zuvor zitierten Publikation von Sachse et al. war
bei einem solchen Genotyp in allen beobachteten Fallen der Phanotyp eines Langsamen
Metabolisierers festgestellt worden (Sachse et al. 1997). Dieser Zusammenhang wurde auch
in der vorliegenden Untersuchung beobachtet: Mit einem logarithmierten Metabolischen
Quotienten (logMR-Wert) von 0,3 fir das Testsubstrat Dextromethorphan wurde
Proband 02 als Langsamer Metabolisierer (Poor Metabolizer, PM) klassifiziert (Grenze: -0,08,
s. Abschnitt 2.2.4.2). Alle {brigen Probanden wurden phanotypisch als Normale
Metabolisierer eingestuft. Der Anteil an Langsamen Metabolisierern im Probandenkollektiv
(einer von elf, 9 %) entspricht damit etwa dem von Sistonen et al. beobachteten Anteil bei

Europdern von 8 % (Sistonen et al. 2007).

Fir alle elf Probanden wurden Plasmakonzentrationszeitprofile fiir Metoprolol erstellt. Bei
einer Untergruppe von finf Probanden (Probanden 02, 03, 04, 06, und 07) wurden zu einem
spateren Zeitpunkt auBerdem Profile fiir Bisoprolol abgenommen. Fiir die Bisoprololprofile
wurden die bereits bei Bestimmung der Metoprololprofile vergebenen Probandennummern
beibehalten; sie sind daher nicht fortlaufend. Sich entsprechende Nummern bei den
verschiedenen Profilen bezeichnen damit identische Probanden. Wegen des zeitlichen
Abstandes zwischen den Untersuchungen sind die veranderlichen Parameter Lebensalter,
Korpergewicht und Body-Mass-Index in Tabelle 13 jeweils zweifach, einmal fiir jeden Unter-

suchungszeitpunkt, aufgefihrt.

4.2.3 Metoprolol-Probandenprofile

Die fiir die elf Probanden bestimmten Plasmakonzentrationszeitprofile nach Einnahme einer
Tablette mit 100 mg Metoprololtartrat (78 mg Metoprolol freie Base) in schnell freisetzender
Formulierung sind in Abbildung 10 dargestellt. Auffallig ist dabei die enorme interindividuelle
Variabilitdt der Pharmakokinetik. Dabei wurden die hdchsten Konzentrationen bei
Proband 02 gemessen, der mit zwei inaktiven CYP2D6-Genen als Langsamer Metabolisierer

eingeordnet worden war (s. Abschnitt 4.2.2). Aber auch die Profile der anderen Probanden,
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Abbildung 10: Probandenprofile Metoprolol

Dargestellt ist einmal in linearer, einmal in halblogarithmischer Darstellung der Plasma-
konzentrationszeitverlauf nach peroraler Einmalgabe einer Einzeldosis von 100 mg
Metoprololtartrat in Form einer schnell freisetzenden Tablette. Fir Proband 11 war keine
24-Stunden-Probe verflgbar, in allen anderen Fallen bedeutet das Fehlen eines Mess-
wertes zu diesem Zeitpunkt, dass die Konzentration unterhalb der unteren Bestimmungs-
grenze (,LLOQ") lag (s. Rohdaten im Anhang in Tabelle 31).
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Tabelle 14: Pharmakokinetische Parameter der Metoprolol-Probandenprofile
t1/2 AUCO...tIast AUCOm CI/F tIast
[h] [h*ug/1] [h*ng/1] [I/h] [h]

Proband 01 5,9 689,1 1009,6 7,7 8,02
Proband 02 8,2 1618,6 3218,5 2,4 8,00
Proband 03 55 997,4 1637,9 4,8 8,02
Proband 04 5,9 563,8 885,9 8,8 8,37
Proband 05 5,6 273,4 351,6 22,2 7,77
Proband 06 2,0 235,0 250,5 31,1 8,27
Proband 07 34 799,4 1053,3 7,4 8,12
Proband 08 3,1 602,1 742,8 10,5 8,17
Proband 09 2,4 386,7 418,4 18,6 8,05
Proband 10 2,3 316,7 363,3 21,5 8,02
Proband 11 2,4 485,9 556,9 14,0 7,98
Gemeinsame Auswertung
EMs und PMs (n=11)

Minimalwert 2,0 235,0 250,5 2,4 7,77

(relativ zu Median) (57 %) (42 %) (34 %) (23 %) (97 %)

Median 3,4 563,8 742,8 10,5 8,02

Maximalwert 8,2 1618,6 3218,5 31,1 8,37

(relativ zu Median) (239 %) (287 %) (433 %) (297 %) (104 %)
Auswertung nur
EMs (n=10)

Minimalwert 2,0 235,0 250,5 4,8 7,77

(relativ zu Median) (60 %) (45 %) (39 %) (39 %) (97 %)

Median 3,3 524,8 649,9 12,3 8,04

Maximalwert 59 997,4 1637,9 31,1 8,37

(relativ zu Median) (180 %) (190 %) (252 %) (254 %) (104 %)

“t12"“ bezeichnet die Eliminationshalbwertszeit, ,AUCy_y.t“ die Flache unter der Plasma-
konzentrationszeitkurve im Zeitraum von null bis ,t,«“, dem Zeitpunkt des letzten in die
Berechnung eingehenden Messwertes, der fiir die berechneten Parameter bei etwa
acht Stunden nach Metoprololgabe lag (genaue jeweilige Werte s. letzte Spalte; zur
Auswertung (iber einen Zeitraum von acht Stunden s. Text). Fur die ,AUC,_..” wird zusatz-
lich die terminale Flache zwischen t,;; und dem Zeitpunk ,,unendlich” extrapoliert; die orale
Clearance ,,Cl/F“ wurde auf Basis der AUC,_.. berechnet (s. Abschnitt 2.4.4). ,n“ steht fir
die Anzahl der Probanden, ,EMs” fir Normale, ,PMs” fiir Langsame Metabolisierer. Der

Langsame Metabolisierer ist Proband 02.
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die allesamt zu den Normalen Metabolisierern fiir CYP2D6 gehoren, zeigen untereinander
grofle Unterschiede. Die halblogarithmische Darstellung der Profile verdeutlicht dabei durch
die unterschiedlich steil abfallenden hinteren Kurventeile besonders gut die starken inter-
individuellen Unterschiede in der Eliminationsphase. Die den Graphen zugrunde liegenden

Rohdaten sind im Anhang in Tabelle 31 zusammengestellt.

Fiir jedes der Profile wurden auf die in Abschnitt 2.4.4 beschriebene Weise die Eliminations-
halbwertszeit, die Exposition (AUC) und die orale Plasmaclearance berechnet. Dabei wurde
bericksichtigt, dass sich die genauen Blutentnahmezeitpunkte aufgrund klinischer Gegeben-
heiten zwischen den einzelnen Profilen teils deutlich unterschieden (die fiir zehn Stunden
nach Gabe avisierten Blutentnahmen hatten teilweise vorverlegt werden missen; funf der
elf 24-Stunden-Konzentrationen lagen unterhalb der unteren Bestimmungsgrenze der
Methode; fir Proband 11 war keine 24-Stunden-Probe verfiigbar). Diesen Unterschieden
wurde Rechnung getragen, indem alternative Auswertungen durchgefiihrt und gegeniiber-
gestellt wurden: Um die Bericksichtigung samtlicher bestimmter Konzentrationen zu ermog-
lichen, wurde die AUCy_. mit einer von Proband zu Proband unterschiedlichen Zahl von
Messpunkten bestimmt und die Eliminationskonstante zur Extrapolation des terminalen
Kurvenverlaufes auf Basis der drei jeweils letzten quantifizierbaren Werte jedes Profils
berechnet. Der Zeitpunkt fur den letzten eingehenden Messwert variierte bei dieser Heran-
gehensweise von 7,77 bis 24,27 Stunden. Der Median der so berechneten AUC,_..-Werte lag
bei 754,7 h*ug/l, wobei der kleinste bestimmte Wert 250,5 h*ug/l betrug (dies entspricht
33 % des medianen Wertes) und der hochste Wert mit 2824,9 h*ug/l (374 % des medianen
Wertes) bestimmt wurde. In einem alternativen Ansatz wurde die Auswertung weiter
vereinheitlicht, indem nur sich entsprechende Werte der verschiedenen Profile heran-
gezogen wurden: Fir den Zeitpunkt von etwa acht (7,77 bis 8,37) Stunden nach Einnahme
liegen fiir alle Profile Konzentrationen vor, daher wurden mit allen Konzentrationen bis zu
diesem Zeitpunkt die AUCq_ tiast (,,tiast” flir den letzten in die Berechnung eingehenden Punkt)
und die AUCy. . berechnet. Der Bereich fir die terminale Extrapolation im Rahmen der
AUCy.... Berechnung wird dadurch zwar in vielen Fallen deutlich vergroRert, dafiir sind die

Ergebnisse direkt vergleichbar.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Berechnungen auf Basis der Konzentrationen bis
etwa acht Stunden nach Einnahme vorgestellt (s. Tabelle 14). Es zeigt sich auch bei einheit-
licher Betrachtung der Exposition in den ersten acht Stunden nach Gabe noch immer eine
betrachtliche Variabilitdt, wobei der Minimalwert der berechneten AUCs 42 % und der
Maximalwert 287 % der entsprechenden medianen AUC ausmacht; ahnlich variabel zeigen
sich auch die bestimmten Halbwertszeiten und Clearances (s. Tabelle 14). Durch Ausschluss

des als Langsamen Metabolisierers identifizierten Probanden 02 aus der Auswertung lasst
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sich diese Variabilitat verringern, bleibt jedoch ausgepragt: Innerhalb der bezogen auf den
CYP2D6-Phanotyp homogenen Gruppe der zehn Normalen Metabolisierer liegt der
Minimalwert der Exposition in den ersten acht Stunden nach Gabe bei 45% und der

Maximalwert bei 190 % des Medians.

Alle Probanden hatten unabhdngig von ihrem Korpergewicht dieselbe absolute Dosis
Metoprolol eingenommen. Um eine Zunahme der interindividuellen Variabilitat der
pharmakokinetischen Parameter durch unterschiedliche relative Dosierungen auszu-
klammern, wurde eine Dosisnormierung der AUCs vorgenommen. Dafir wurde fiir jeden
Probanden die erhaltene Dosis auf ein Kilogramm Koérpergewicht normiert angegeben, eine
typische Dosierung von 1 mg freier Base Metoprolol pro Kilogramm Korpergewicht auf
dieses Ergebnis bezogen und der resultierende Korrekturfaktor zur Extrapolation der AUCs
eingesetzt (analog ausfiihrlicher in Abschnitt 4.4.2 erldutert; vorausgesetzt wird eine lineare
Pharmakokinetik im betrachteten Dosisbereich). Im Ergebnis zeigt sich eine sogar noch
erhohte Streuung: Die dosisnormierte Exposition in den ersten acht Stunden nach
Metoprololgabe reicht von 38 % bis 360 % des entsprechenden medianen Wertes, wenn alle
elf Probanden gemeinsam betrachtet werden und von 42 % bis 260 % innerhalb der Gruppe

der zehn Normalen Metabolisierer.

Die bereits in der graphischen Darstellung der Profile auffillige ausgepragte interindividuelle
Variabilitat der Pharmakokinetik von Metoprolol ist damit auch durch die Parameter Halb-
wertszeit, Exposition und Clearance darstellbar. Sie kann nicht durch Unterschiede der
relativen (korpergewichtsnormierten) Dosierungen erklart werden. Die Variabilitat verringert
sich zwar, wenn die Normalen Metabolisierern des Probandenkollektivs gesondert von dem
Langsamen Metabolisierer betrachtet werden, Tabelle 14 zeigt jedoch, dass auch innerhalb
der Gruppe der zehn Normalen Metabolisierer eine ausgepragte interindividuelle Variabilitat

beobachtet werden kann.

4.2.4 Bisoprolol-Probandenprofile

In Abbildung 11 sind die fiir die fiinf Probanden bestimmten Plasmakonzentrationszeitprofile
nach peroraler Einmalgabe einer schnell freisetzenden Tablette mit 10 mg Bisoprololfumarat
entsprechend 8,5 mg freier Base Bisoprolol dargestellt. Es zeigt sich deutlich, dass die inter-
individuelle Variabilitdat der Pharmakokinetik von Bisoprolol sehr viel geringer ausgepragt ist
als jene von Metoprolol. Die den Graphen zugrunde liegenden Rohdaten sind im Anhang

zusammengestellt (Tabelle 32).
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Abbildung 11: Probandenprofile Bisoprolol

Dargestellt ist einmal in linearer, einmal in halblogarithmischer Darstellung der Plasma-
konzentrationszeitverlauf nach peroraler Einmalgabe einer Einzeldosis von 10 mg
Bisoprololfumarat in Form einer schnell freisetzenden Tablette bei finf gesunden
Probanden. ,LLOQ"“ bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. 28 Stunden nach
Bisoprololeinnahme lagen zwei, 32 Stunden nach Einnahme drei Messwerte unterhalb der
unteren Bestimmungsgrenze (s. Rohdaten im Anhang in Tabelle 32). Fir eine deutlichere
Darstellung wurde ein kleinerer Ordinatenausschnitt gewahlt als fiir die Darstellung der
Metoprololprofile in Abbildung 10.
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Tabelle 15: Pharmakokinetische Parameter der Bisoprolol-Probandenprofile

t1/2 AUCO...tIast AUCOm CI/F tIast

[h] [h*ug/1] [h*ng/1] [I/h] [h]
Proband 02 7,5 483,2 543,3 15,6 24,00
Proband 03 5,8 430,5 460,3 18,5 24,03
Proband 04 9,5 518,7 648,4 13,1 24,02
Proband 06 5,3 557,1 584,3 14,5 24,02
Proband 07 7,2 471,7 532,2 16,0 24,02
Minimalwert 5,3 430,5 460,3 13,1 24,00
(relativ zu Median) (74 %) (89 %) (85 %) (84 %) (100 %)
Median 7,2 483,2 543,3 15,6 24,02
Maximalwert 9,5 557,1 648,4 18,5 24,03
(relativ zu Median) (133 %) (115 %) (119 %) (118 %) (100 %)

Jt1." bezeichnet die Eliminationshalbwertszeit, ,AUCy .t die Flache unter der Plasma-
konzentrationszeitkurve im Zeitraum von null bis ,t,4“, dem Zeitpunkt des letzten in die
Berechnung eingehenden Messwertes, der fiir die berechneten Parameter bei etwa
24 Stunden nach Bisoprololgabe lag (genaue jeweilige Werte s. letzte Spalte; zur
Auswertung Uber einen Zeitraum von 24 Stunden s. Text). Fir die ,AUC._ " wird zusatzlich
die terminale Flache zwischen t. und dem Zeitpunk ,,unendlich extrapoliert. Die orale
Clearance ,,Cl/F“ wurde auf Basis der AUC,_.. berechnet (s. Abschnitt 2.4.4).

Fiir jedes der Bisoprololprofile wurden wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben die Eliminations-
halbwertszeit, die Exposition (AUC) und die orale Plasmaclearance berechnet. Wie fir
Metoprolol wurden auch fiir Bisoprolol verschiedene alternative Auswertungen durch-
gefiihrt und gegenibergestellt. Die Berechnung der AUCy_ .. aus den letzten drei Daten-
punkten eines jeden Profils ergab eine mediane AUC von 584,3 h*ug/I, wobei der geringste
berechnete Wert 460,3 h*ug/l betrug (dies entspricht 79 % des medianen Wertes) und der
hochste 628,8 h*ug/l (108 % des medianen Wertes). Bei dieser Vorgehensweise lag der
jeweils letzte in die Berechnung eingehende Wert bei unterschiedlichen Zeitpunkten (der
friheste bei 24,02 Stunden, der spateste bei 32,07 Stunden nach Einnahme). Um die
Vergleichbarkeit der Berechnungen fir die einzelnen Profile zu erhéhen, wurde eine analoge
Auswertung flir den Bereich durchgefihrt, in dem fir alle Probanden
Bisoprololkonzentrationen bestimmt werden konnten; dies war der Bereich bis 24 Stunden
nach Einnahme. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 angegeben. Es zeigt sich fir alle
berechneten Parameter eine deutlich geringere Streuung als flir Metoprolol. Fiir einen
unmittelbaren Vergleich mit den Ergebnissen des vorangegangenen Abschnitts wurde des
Weiteren wie bei Metoprolol ebenfalls das Zeitfenster bis acht Stunden nach Einnahme

betrachtet und die Exposition in diesem Zeitraum dosisnormiert angegeben
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(s. Abschnitt 4.2.3). Die kleinste der hieraus resultierenden AUCs betrug 84 % der
entsprechenden medianen AUC, die grofSte 107 %. Zum Vergleich: Die analogen Werte fir
Metoprolol waren 38 % und 360 % fiir alle elf Probanden und 42 % bis 260 % fiir die zehn
Normalen Metabolisierer. Aufgrund unterschiedlicher klinischer Gegebenheiten variieren bei
den Metoprololprofilen die genauen Blutentnahmezeitpunkte starker als bei Bisoprolol. Dies
konnte einen Beitrag zum unterschiedlichen AusmaR der Variabilitat geleistet haben; im
Vergleich von Abbildung 10 und Abbildung 11 wird jedoch deutlich, dass das AusmaR der

Unterschiede der interindividuellen Variabilitat hierdurch allein nicht erklarbar ist.

Sowohl die graphische Darstellung als auch die berechneten pharmakokinetischen Para-
meter zeigen, dass die Pharmakokinetik von Bisoprolol eine wesentlich geringere inter-
individuelle Variabilitat aufweist als die von Metoprolol. Dies trifft auch dann zu, wenn die
Variabilitdt der Pharmakokinetik von Metoprolol nur in der - bezogen auf ihren CYP2D6-

Phédnotyp - homogenen Gruppe der Normalen Metabolisierer betrachtet wird.
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4.3 Ergebnisse der PBPK-Simulationen

4.3.1 Erlauterung zur Darstellung der Simulationsergebnisse

Bei  populationspharmakokinetischen  Simulationen ~ werden  Simulationen  der
Pharmakokinetik fir jedes einzelne Individuum durchgefiihrt. Das Ergebnis ist eine der
GroBe der virtuellen Population entsprechende Anzahl von Konzentrationszeitprofilen (in
dieser Arbeit meist 100 oder 1000). In der Ergebnisdarstellung dieser Arbeit werden nicht
samtliche Einzelkurven abgebildet, sondern fiir jeden Simulationszeitpunkt jeweils 5.
Perzentile, Median und 95. Perzentile aller ihm zugeordneten Konzentrationen. Die durch 5.
und 95. Perzentile umschlossene Flache reprasentiert den Bereich, in dem sich 90 % der
simulierten Konzentrationen befinden, wobei 5 % aller simulierten Werte darunter und 5 %
dariiber liegen. Um eine grobe Orientierung Uber die Lage dieser darunter- und dariiber-
liegenden Werte zu erhalten, sind fir jeden Zeitpunkt zudem die Minimal- und Maximal-
werte aller simulierten Konzentrationen angegeben; es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass
diese Extremwerte bereits durch einzelne AusreiRerwerte verandert werden und ihre Lage

somit nicht so stabil ist wie die der Perzentilkurven.

Die Punkte der so entstehenden Kurven kénnen dabei aus verschiedenen Einzelprofilen
stammen; es handelt sich also nicht um zusammengehorige Verlaufe. So erklart sich die bei
einigen Simulationen unregelmafige Kurvenform. Diese Darstellung kennzeichnet damit die
Lage der Konzentrationspunkte der Simulation, jedoch nicht direkt die Form der simulierten
Profile. Ob ein gemessenes Profil eine ahnliche Form wie der Median der simulierten Werte
besitzt, ist daher nicht notwendigerweise ein aussagekraftiges Kriterium zur Bewertung der

Simulation.

In den folgenden Abschnitten werden die Simulationen im Sinne einer stichprobenartigen

Uberpriifung der Vorhersagen mit den einzelnen real gemessenen Profilen verglichen.
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4.3.2 PBPK-Modell fiir Metoprolol

4.3.2.1 Ergebnisse der Modellentwicklung fiir Metoprolol

Als Ergebnisse der Literaturrecherche fiir Metoprolol wurden die in Tabelle 16 angegebenen

Eingabeparameter fiir das Modell verwendet:

Tabelle 16: Eingabeparameter fiir das Metoprolol-Basismodell

Parameter Einheit Wert Referenz

Molekulargewicht [g/mol] 267,4 (Regardh et al. 1974)

logP-Wert Dimensionslos 1,75 s. Erlduterungen

pK,-Wert Dimensionslos 4,3 (Regardh et al. 1974)

fu Dimensionslos 0,87 (Regardh et al. 1974)

Hepatische Clearance [ml/min/kg] 13,5 (EM) (Jonkers et al. 1991;
Kirchheiner et al. 2004;

3,5 (PM)

Lennard et al. 1982a; Lennard
et al. 1982b; Lennard et al.
1983)

Renale Clearance [ml/min/kg] 1,5 (Johnsson et al. 1975; Regardh
et al. 1974)

Intestinale Permeabilitat [em/min] 8,5%10™ s. Erlduterungen

Magenentleerungszeit [h] 0,5 (Gentilcore et al. 2006; Hellmig
et al. 2006)

Intestinale Transitzeit [h] 4 (Davis et al. 1986)

Mit ,f,“ wird die im Blutplasma ungebunden vorliegende Arzneistofffraktion bezeichnet.
,EM“ steht fiir Normale Metabolisierer, ,,PM“ fiir Langsame Metabolisierer; die Clearances
sind korpergewichtsnormiert angegeben (bezogen auf ein Kilogramm Kdrpergewicht). Fir
Erlduterungen zu logP-Wert und intestinaler Permeabilitat s. Abschnitt 2.3.2.1.

Aufgrund seiner basischen Eigenschaften (pKp,-Wert 4,3) liegt Metoprolol bei physiologischen
pH-Werten in Gastrointestinaltrakt und Blut protoniert vor (Strukturformel s. Abbildung 2 in
Abschnitt 2.2.2). Wahrend nur ein geringer Anteil der Dosis per glomerularer Filtration
unverandert renal eliminiert wird (s. Tabelle 16), stellt die hepatische Metabolisierung liber
Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6) den Haupteliminationsweg von Metoprolol dar (Lennard et
al. 1982a; McGourty et al. 1985; Regardh et al. 1974). Es werden zwei aktive Metabolite
gebildet, von denen der eine (O-Demethyl-Metoprolol) jedoch aufgrund seiner sehr kurzen
Halbwertszeit keinen klinisch relevanten Effekt entfaltet, wahrend der andere (alpha-
Hydroxy-Metoprolol) weniger als 5% zur Gesamtwirkung beitragt (Plosker und Clissold

1992). Die Metaboliten wurden daher vereinfachend nicht im Modell bertcksichtigt.
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Das Enzym CYP2D6 wird polymorph exprimiert, was eine ausgepragte interindividuelle
Variabilitat der CYP2D6-Aktivitat zur Folge hat. Auf Basis dieser unterschiedlichen Enzym-
aktivitaten werden verschiedene Metabolisierungstypen unterschieden, wobei sich abhangig
von Untersuchungsumfang und Methodik unterschiedliche Einteilungen ergeben kénnen (s.
Abschnitt 2.2.4.1). In der umfangreichen Untersuchung von Sistonen et al. wurde die
Verteilung der Metabolisierungstypen in Europa als bimodal beschrieben mit einem Anteil
von 8 % Langsamen Metabolisierern und 85% Normalen Metabolisierern (Sistonen et al.
2007). Die Ubergdnge zwischen diesen beiden Gruppen sowie zu den sogenannten Inter-
medidren und Ultraschnellen Metabolisierern, die gemeinsam die Ubrigen 7 % ausmachen,
sind dabei flieend, und auch innerhalb der Gruppen variiert die Metabolisierungskapazitat
erheblich (Sistonen et al. 2007; Zanger et al. 2004).

Diese groRe Variabilitdt konnte durch ein Modell mit einer einheitlichen CYP2D6-Clearance
nicht addquat abgebildet werden; daher wurden fiir die verschiedenen Metabolisierungs-
typen zunachst getrennte, sich in der GroRe der hepatischen Clearance unterscheidende
Metoprololmodelle erstellt. Auf Grundlage der genannten Ergebnisse von Sistonen et al.
wurde dafiir ein Anteil von 8 % Langsamen Metabolisierern angenommen. Die Untergruppen
der Intermedidren und Ultraschnellen Metabolisierer wurden nicht getrennt bericksichtigt;
dies basiert auf der umfangreichen Untersuchung von Funck-Brentano et al. an iber 400
Probanden, die lediglich eine bimodale Verteilung der Metabolisierungstypen beschreibt
(Funck-Brentano et al. 2005). Da sich nach dieser Untersuchung die genannten Unter-
gruppen nicht abgrenzen lassen, wurden sie vereinfachend zur groBen Gruppe der Normalen
Metabolisierer hinzugezahlt. Ohnehin hatten sie wegen ihrer nur jeweils sehr geringe Anteile
in der europaischen Bevolkerung das Endergebnis einer Populationssimulation nur marginal
beeinflussen kénnen (auf die Ubliche Ergebnisdarstellung durch Angabe der 5. und der 95.
Perzentile wirken sich Einfllisse, die weniger als 5 % der Profile betreffen, unter Umstanden
nicht aus). Weiterhin waren in der Literatur keine ausreichenden pharmakokinetischen
Daten verfliigbar, um ein PBPK-Modell an diese speziellen Untergruppen anpassen zu
konnen. Aufgrund dieser Vereinfachung ist zu erwarten, dass die durch den CYP2D6-
Polymorphismus bedingte interindividuelle Variabilitat durch das Modell tendenziell noch

unterschatzt wird.

Die Modellentwicklung erfolgte entsprechend dem in Abschnitt 2.3.2.1 beschriebenen
Ablauf (Eingabeparameter s. Tabelle 16). Zur Anpassung der Modelle fiir Normale und Lang-
same Metabolisierer wurden Plasmakonzentrationszeitprofile von Probanden bekannten
CYP2D6-Phanotyps benétigt. Da entsprechende Datensatze in der Literatur nur begrenzt
verfigbar waren (Referenzen s. Tabelle 16), wurden auch die Profile der selbst durch-

geflhrten Probandenuntersuchung fiir die Modellanpassung verwendet.
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Die Pharmakokinetik in virtuellen Populationen wurde ebenfalls wie zuvor beschrieben
simuliert; zur Verteilung der freien Eingabeparameter renale und hepatische Clearance
sowie Magenentleerungszeit und intestinale Transitzeit wurden auf Basis der Literatur-
recherche die in Tabelle 17 angegebenen Annahmen getroffen. Gemal den oben genannten
Uberlegungen zur Verteilung der verschiedenen Metabolisierungstypen in der europiischen
Population wurden dabei zur Darstellung einer Population von 1000 virtuellen Individuen
zwei getrennte Simulationen durchgefiihrt: Die Pharmakokinetik von Metoprolol wurde fir
920 virtuelle Individuen mit dem Modell fiir Normale Metabolisierer und fir 80 virtuelle
Individuen mit dem fiir Langsame Metabolisierer simuliert, wobei sich im Einklang mit der
referenzierten Literatur die hepatischen Plasmaclearances der Modelle um etwa den Faktor
vier unterschieden (s. Tabelle 16). Die resultierenden Plasmakonzentrationszeitprofile

wurden dann zu einem einzelnen Datensatz vereinigt und gemeinsam ausgewertet (s.

folgender Absatz).
Tabelle 17:  Verteilungen und Streuungsparameter fiir die Pop-PK-Simulationen

Parameter Verteilung Wert Referenz
Hepatische Erw. Log-normal Geo-SD 1,5 (Dorne et al. 2005; Dorne et al.
(CYP3A4)

Neugeb. Log-normal Geo-SD 1,8
Hepatisc_hg Erw. EM Log-normal Geo-SD 1,7 (Dorne et al. 2005; Dorne et al.
Metabolisierung Erw.PM  Log-normal Geo-SD1,2  2002)
(CYP2D6)
Renale Erw. Log-normal Geo-SD 1,2 (Dorne et al. 2005; Dorne et al.
Clearance Kinder Log-normal Geo-SD 1,3 2002)

Neugeb. Log-normal Geo-SD 1,4
Magen- Erw. Normal SD0,25h (Gentilcore et al. 2006; Hellmig
entleerungszeit Kinder Uniform 0,2-2,2 h et al. 2006; Van Den Driessche

und Veereman-Wauters 2003)

Intestinale Erw. Normal SD1h (Davis et al. 1986; Khin et al.
Transitzeit Kinder Normal SD1h 1999)

,Erw.” steht fliir Erwachsene (alter als 18 Jahre), ,,Neugeb.” fir Neugeborene (0-28 Tage
alt). Abgesehen von den Féllen, in denen spezifische Angaben fiir Neugeborene verfiigbar
waren, wurden die fir Kinder angegebenen Werte fir den gesamten Altersbereich von 0
bis 18 Jahren verwendet. ,EM“ steht fiir Normale Metabolisierer, ,PM“ fir Langsame
Metabolisierer. ,,SD“ bezeichnet die Standardabweichung, ,Geo-SD“ die geometrische
Standardabweichung. Fiir die Mittelwerte der normalverteilten Parameter s. Tabelle 18.
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4.3.2.2 Darstellung der Probandenprofile in der Simulation

Da wie zuvor beschrieben in der Literatur ein Mangel an Datensatzen bestand, die zur
Erstellung des PBPK-Modells fiir Metoprolol verwendet werden konnten, wurden die bereits
in Abbildung 10 gezeigten elf Probandenprofile erstellt und gemeinsam mit Literaturdaten
fur das Modell verwendet. Das Ergebnis ist in Abbildung 12 dargestellt. Fiir die Simulation
wurde der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach einer peroralen Einmalgabe von 78 mg
freier Base Metoprolol in einer Population von 1000 virtuellen Individuen simuliert.
Entsprechend den in Tabelle 13 (Abschnitt 4.2.2) zusammengestellten Charakteristika der
realen Probanden lag auch das Alter der virtuellen Probanden im Bereich von 23,3 bis
39,8 Jahren, die KorpergréBe im Bereich von 147 bis 185 cm und der Body-Mass-Index im
Bereich von 18,5 bis 25,5 kg/mz; 82 % der Population waren weiblich. Entsprechend den in
Abschnitt 4.3.2.1 dargelegten Uberlegungen wurde fiir 8 % der Population das Modell fiir
Langsame Metabolisierer und fir 92 % das fiir Normale Metabolisierer mit den sich unter-
scheidenden hepatischen Clearances verwendet. Dies ahnelte auch dem Anteil an Lang-
samen Metabolisierern im Kollektiv der realen Probanden (einer von elf, 9 %). Die Ergebnisse
der Simulationen fir Langsame und Normale Metabolisierer wurden dann zusammengefihrt

und gemeinsam ausgewertet und sind in Abbildung 12 dargestellt.

Die Simulation stimmt mit den gemessenen Profilen Gberein: Bis auf zwei friihe Messwerte,
die tiefer als alle simulierten Werte liegen, befinden sich alle gemessenen Konzentrationen
innerhalb des simulierten Bereiches. Der Median der simulierten Werte verldauft in den
vergleichsweise niedrigeren Konzentrationsbereichen, in denen der Grof3teil der Profile der

Normalen Metabolisierer liegt.

Die grole interindividuelle Variabilitat der Pharmakokinetik von Metoprolol ist damit durch
das mit zwei unterschiedlichen hepatischen Clearances erstellte PBPK-Modell darstellbar.
Zur externen Validierung des Modells waren nun weitere Plasmakonzentrationszeitprofile
von Metoprolol bei Probanden mit bekanntem CYP2D6-Geno- und Phanotyp erforderlich.
Aufgrund der Ergebnisse der Untersuchungen von Metoprolol bis zu diesem Punkt wurde
Metoprolol jedoch als ungeeignet eingestuft, um seine Pharmakokinetik mit brauchbarer
Genauigkeit vorherzusagen. Stattdessen wurde daher Bisoprolol gewahlt, um eine externe
Validierung des Erwachsenenmodells sowie eine klinischen Studie an padiatrischen

Patienten durchzufiihren. Diese Entscheidung wird in Abschnitt 5.4 diskutiert.
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Abbildung 12: Metoprololmodell, Simulation und Probandenprofile

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Einmalgabe von 78 mg
Metoprolol freier Base jeweils durch simulierte Werte und im Probandenkollektiv
gemessene Werte (s. Text), je einmal in linearer und halblogarithmischer Darstellung. In
grau sind die Simulationsergebnisse durch 5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwert aller simulierten Plasmakonzentrationen reprasentiert (Erlduterung zur
Darstellung in Abschnitt 4.3.1). ,LLOQ”“ bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze der
eingesetzten Analytikmethode. Die Legende ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur
einmal abgebildet, gilt jedoch fiir beide Graphen.
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4.3.2.3 Ausblick: Vorhersage der Metoprololclearance fiir Kinder

Das Ausmald der interindividuellen Variabilitdat macht es fraglich, ob liberhaupt aussage-
kraftige Vorhersagen zur Pharmakokinetik von Metoprolol bei Kindern getroffen werden
konnen (Diskussion in Abschnitt 5.4). Um einen Vergleich zwischen Clearance-Unterschieden
aufgrund des CYP2D6-Polymorphismus einerseits und altersabhangigen Clearance-
Unterschieden andererseits zu ermoglichen, wurde das bestehende Metoproloimodell

eingesetzt, um die altersabhingigen Verdanderungen der Clearance bei Kindern abzu-
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Abbildung 13: Abhdngigkeit der Metoprololclearance von Alter und CYP2D6-Phanotyp
Dargestellt ist die simulierte korpergewichtsnormierte Gesamtplasmaclearance von
Metoprolol in Abhangigkeit vom Lebensalter jeweils fir Normale und fir Langsame
Metabolisierer fir CYP2D6. Die Simulation sagt vorher, dass sich die korpergewichts-
normierte Clearance insbesondere bei Normalen Metabolisierern altersabhangig dndert.
Die Unterschiede der Metoprololclearance zwischen verschiedenen Altersstufen erreichen
dabei jedoch nicht das Ausmal der Unterschiede zwischen den verschiedenen Phanotypen
(s. Text).

Abbildung 13 zeigt die Vorhersage der PBPK-Simulation fiir die altersabhangige Entwicklung
der kérpergewichtsnormierten Metoprolol-Gesamtplasmaclearance jeweils fiir Normale und
flir Langsame Metabolisierer flir CYP2D6. Die Grundlage fiir die simulierten Clearances
bilden jeweils die mittleren Clearancewerte, die flir die Metoprolol-Basismodelle eingesetzt
wurden (s. Abschnitt 4.3.2.1). Vor allem fir Normale Metabolisierer ergibt sich dabei eine
deutliche Altersabhangigkeit mit maximalen korpergewichtsnormierten Clearances im

Lebensalter von etwa vier bis flnf Jahren. In der Gegenliberstellung der beiden Kurven wird
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jedoch deutlich, dass, bezogen auf die mittleren Clearancewerte der beiden Gruppen, durch
diese Altersabhangigkeit weniger grole Unterschiede entstehen als durch den CYP2D6-
Polymorphismus: Die Clearances zwischen den verschiedenen Phdnotypen unterscheiden
sich in dem dargestellten Szenario starker als die Clearances zwischen den verschiedenen

Altersstufen eines Phanotyps.

Die Implikationen dieser Ergebnisse werden in Abschnitt 5.4 diskutiert. Wie bereits im
vorangegangenen Abschnitt angesprochen fihrten sie zu der Entscheidung, dass samtliche
folgende Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit nicht mit Metoprolol, sondern mit

Bisoprolol durchgefiihrt wurden.

4.3.3 PBPK-Modell fiir Bisoprolol

4.3.3.1 Ergebnisse der Modellentwicklung fiir Bisoprolol

Als Ergebnisse der Literaturrecherche fiir Bisoprolol (Strukturformel s. Abbildung 3 in
Abschnitt 2.2.3) wurden die in Tabelle 18 angegebenen Eingabeparameter fiir das Modell

verwendet:

Tabelle 18: Eingabeparameter fiir das Bisoprolol-Basismodell

Parameter Einheit Wert Referenz

Molekulargewicht [g/mol] 325,4 (Leopold 1986)

logP-Wert Dimensionslos 1,8 s. Erlauterungen

pKp-Wert Dimensionslos 4,5 (Merck Darmstadt 2001)

fu Dimensionslos 0,7 (Buhring et al. 1986)

Hepatische Clearance [ml/min/kg] 1,35 (Dutta et al. 1994; Kirch et al.
1987; Leopold et al. 1986)

Renale Clearance [ml/min/kg] 1,35 (Dutta et al. 1994; Kirch et al.
1987; Leopold et al. 1986)

Intestinale Permeabilitat [cm/min] 8,5%10™ s. Erlauterungen

Magenentleerungszeit [h] 0,5 (Gentilcore et al. 2006; Hellmig et
al. 2006)

Intestinale Transitzeit [h] 4 (Davis et al. 1986)

Mit ,f,“ wird die im Blutplasma ungebunden vorliegende Arzneistofffraktion bezeichnet;
die Clearances sind korpergewichtsnormiert angegeben (bezogen auf ein Kilogramm
Koérpergewicht). Fur Erlauterungen zu logP-Wert und intestinaler Permeabilitat s. Abschnitt
2.3.2.1.
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Bisoprolol liegt aufgrund seiner basischen Eigenschaften (pK,-Wert 4,5) bei physiologischen
pH-Werten in Gastrointestinaltrakt und Blut protoniert vor. Die Elimination erfolgt tGber zwei
Hauptwege (Leopold 1986): Je die Halfte der Clearance entféllt auf renale Elimination per
glomerularer Filtration und auf hepatische Metabolisierung Uber Cytochrom P450 3A4
(CYP3A4). Die Metaboliten von Bisoprolol sind pharmakologisch inaktiv (Leopold 1986) und

werden daher im Modell nicht beriicksichtigt.

Mit den in Tabelle 18 zusammengestellten Eingabeparametern wurde nun wie in
Abschnitt 2.3.2.1 beschrieben durch Anpassung an Literaturdaten ein PBPK-Modell fir die
intravendse Applikation von Bisoprolol erstellt (s. Abbildung 14). Im nachsten Schritt wurde
dieses Modell fur die perorale Applikation erweitert (s. Abbildung 16). Zur Darstellung inter-
individueller Variabilitat der Physiologie wurde wie in Abschnitt 2.3.1.1 erldutert die
Pharmakokinetik in virtuellen Populationen simuliert. Die auf Basis der Literaturrecherche
hierfiir getroffenen Annahmen zur Verteilung der freien Eingabeparameter renale und
hepatische Clearance sowie Magenentleerungszeit und intestinale Transitzeit wurden
bereits in Abschnitt 4.3.2.1 in Tabelle 17 aufgefihrt.
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Abbildung 14: Modell fiir die intravendse Applikation von Bisoprolol

Die Abbildung zeigt den Plasmakonzentrationszeitverlauf nach intravendéser Bisoprololgabe
in einem Literaturdatensatz und in der entsprechenden PBPK-Simulation (s. Text) in halb-
logarithmischer Darstellung. Die Messwerte, angegeben als Mittelwert und Standardab-
weichung (,SD“), stammen von zwolf Probanden (Leopold 1986). Die simulierten Werte (in
grau) sind fiir direkte Vergleichbarkeit hier ebenfalls durch arithmetischen Mittelwert und
eine bzw. zwei Standardabweichungen angegeben.
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Abbildung 14 zeigt die Simulation eines Literaturdatensatzes zur intravendsen Applikation
von Bisoprolol im Vergleich mit der entsprechenden Simulation; zur Beurteilung der
Elimination wurde die halblogarithmische Darstellung gewahlt. Die experimentellen Daten
beschreiben die intravendse Gabe von 10 mg Bisoprololfumarat (8,5 mg freie Base) bei zwolf
gesunden mannlichen Erwachsenen (Leopold 1986). Die Simulation wurde fiir die intra-
venose Gabe von 8,5 mg freier Base Bisoprolol bei 1000 virtuellen mannlichen Erwachsenen
durchgefihrt. Die Mittelwertskurve der experimentellen Werte verlauft mit Ausnahme des
ersten Datenpunktes innerhalb des simulierten Bereiches. Der erste experimentelle Daten-
punkt liegt mit 390 pg/l deutlich héher als der entsprechende simulierte Wert (244 pg/l),
wobei in der Publikation keine Standardabweichungen fiir die ersten drei Messwerte
angegeben sind, was nicht kommentiert wird. Die sich instantan ergebenden
Konzentrationen scheinen damit durch das Modell unterschatzt zu werden. Der folgende
Konzentrationsabfall innerhalb der ersten Stunde nach Applikation verldauft bei den Mess-
daten steiler als in der Simulation. Das Modell scheint damit die initialen Verteilungsvor-
gange nicht vollstdndig abzubilden, wobei hier zu bericksichtigen ist, dass die
experimentellen Daten methodisch bedingt eine gewisse Ungenauigkeit zeigen konnten:
Durch die groBen Konzentrationsveranderungen zu den friihen Zeitpunkten nach intra-
venoser Gabe sind die gemessenen Konzentrationen sehr empfindlich gegeniiber Studien-
protokollabweichungen. Die experimentelle Beschreibung der initialen Verteilung ist damit
generell sehr fehleranfillig. Das genannte Fehlen der Standardabweichung fir die ersten
drei Messwerte deutet darauf hin, dass zumindest die Dokumentation der experimentellen
Daten recht ungenau erfolgte. Der Grund fiir die Unterschiede zwischen Simulation und
Messdaten im frilhen Kurvenverlauf kann daher nicht eindeutig zugeordnet werden. Die
Elimination wird dagegen durchgehend treffend durch die Simulation wiedergegeben, wie
der sehr dhnliche Konzentrationsabfall im jeweiligen mittleren und spateren Kurvenverlauf

zeigt.

In Abbildung 15 sind die Goodness-of-Fit-Plots fiir die Simulation des Datensatzes gezeigt; sie
bestatigen, dass das Modell die initiale Verteilung akzeptabel und die Elimination sehr gut
darstellt. Fir den medianen Vorhersagefehler (PE) ergibt sich der Wert -0,5 % (Interquartil-
bereich -2,4 bis 18,8 %). Die Prazision, angegeben als medianer Absoluter Vorhersagefehler
(APE) liegt bei 17,8 % (Interquartilbereich 2,4 bis 25,7 %. Die mittlere relative Abweichung
(MRD) betrégt 1,25. Die numerische Evaluation bestitigt damit die insgesamt gute Uberein-
stimmung von Simulation und beobachteten Werten, die sich auch im Visual predictive
Check und in den Goodness-of-Fit-Plots zeigt. Dies entspricht insofern den Erwartungen, als
das Modell auf Basis der gezeigten beobachteten Daten erstellt wurde. Das AusmaR der
beschriebenen Ubereinstimmung charakterisiert damit die interne Vorhersagekraft. Fiir eine

externe Uberpriifung mit nicht zur Anpassung verwendeten Daten s. Abschnitt 4.3.3.2.
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Abbildung 15: Goodness-of-Fit-Plots fiir das i. v.-Modell

(A) Die beobachteten Werte entsprechen den von Leopold et al. berichteten Mittelwerten,
die vorhergesagten Werte dem Mittelwert der jeweils entsprechenden simulierten
Konzentrationen (s. Abbildung 14). Graue Linie: Line of Identity (B) Gewichtete Residuen
der jeweils mittleren Konzentrationen tiber der vorhergesagten Werten bzw. (iber der nach
intravendser Gabe von Bisoprolol vergangenen Zeit (C). Graue Linie in (B) und (C): Nulllinie.
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Abbildung 16 zeigt den Datensatz fiir die perorale Applikation von Bisoprolol von Deroubaix
et al. zusammen mit der entsprechenden Simulation, zur deutlichen Darstellung der
Absorption mit linearer Ordinatenskalierung Die Simulation wurde fir 1000 virtuelle
Probanden mit den gleichen Probandencharakteristika und Einnahmemodalitdten durch-
gefuhrt, die fir die zwolf realen Probanden beschrieben wurden: Das Alter der virtuellen
Probanden lag im Bereich von 22 bis 43 Jahren, die KérpergroRe im Bereich von 162 bis
182 cm, der Body-Mass-Index im Bereich von 19,3 bis 25,4 kg/m2 und je die Halfte der
Population war mannlich respektive weiblich. Auf niichternen Magen wurde eine Einzeldosis

Bisoprololfumarat entsprechend 10 mg Bisoprolol freier Base eingenommen (Deroubaix et
al. 1996).
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Abbildung 16: Modell fiir die perorale Applikation von Bisoprolol

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe in einem
Literaturdatensatz und in der entsprechenden PBPK-Simulation (s. Text). In schwarz sind
die zwolf veroffentlichten Einzelprofile dargestellt (Deroubaix et al. 1996), in grau die 5.,
50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und Maximalwerte aller simulierten Plasma-
konzentrationen (zur Darstellung der Simulationsergebnisse s. Abschnitt 4.3.1).

Der Simulationsbereich schlieRt die zwolf realen Probandenprofile bis auf einen einzelnen
Datenpunkt in der friihen Absorptionsphase vollstandig ein und gibt auch den

Konzentrationsabfall in der Eliminationsphase korrekt wieder.
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Abbildung 17: Goodness-of-Fit-Plots fiir das p. 0.-Modell

(A) Die beobachteten Werte entsprechen den von Deroubaix et al. berichteten einzelnen
Konzentrationswerten, die vorhergesagten Werte dem Median der in Abbildung 16
gezeigten Simulation flr das Studienkollektiv (s. Text). Graue Linie: Line of Identity. (B)
Gewichtete Residuen der einzelnen Konzentrationen Uber dem Median der vorher-
gesagten Werte bzw. iber der nach peroraler Gabe von Bisoprolol vergangenen Zeit (C).
Graue Linie in (B) und (C): Nulllinie.
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Die Goodness-of-Fit-Plots fiir die Simulation des Datensatzes sind in Abbildung 17 gezeigt;
wiederum abgesehen von dem einzelnen AusreiRerdatenpunkt zeigt sich eine sehr gute
Ubereinstimmung von Simulationen und Messwerten in Absorptions- wie in Eliminations-
phase. Flir den medianen Vorhersagefehler (PE) betragt -9,2 % (Interquartilbereich -20,2 bis
2,5%). Die Prazision, angegeben als medianer Absoluter Vorhersagefehler (APE) betragt
15,7 % (Interquartilbereich 7,9 bis 23,3 %. Die mittlere relative Abweichung (MRD) betragt
1,32. Auch fir die perorale Gabe von Bisoprolol zeigen damit numerische Evaluation, Visual
predictive Check und Goodness-of-Fit-Plots eine gute Ubereinstimmung von Simulation und
beobachteten Werten. Wie beim i. v.-Modell gilt auch hier, dass das Modell auf Basis der
gezeigten beobachteten Daten erstellt wurde, es sich also um eine interne Uberpriifung der
Vorhersagekraft handelt. Fiir eine externe Uberpriifung mit nicht zur Modellanpassung
verwendeten Daten s. Abschnitt 4.3.3.2.

Mit dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten PBPK-Modell fiir Bisoprolol
konnen damit Literaturdatensatze zur intravendsen wie zur peroralen Applikation insgesamt

treffend wiedergegeben werden.

4.3.3.2 Validierung des Erwachsenenmodells fiir Bisoprolol

Das im vorangegangenen Abschnitt vorgestellte PBPK-Modell fiir Bisoprolol wurde nach der
beschriebenen Anpassung an Literaturdatensitze nicht mehr verindert. Zur Uberpriifung
der Vorhersagekraft dieses Modells fiir gesunde Erwachsene im Sinne einer externen
Validierung wurde im nachsten Schritt eine klinische Probandenuntersuchung durchgefihrt.
Die in der Probandenstudie erstellten fiinf Erwachsenenprofile wurden bereits in Abschnitt

4.2.4 vorgestellt.

Zur Darstellung dieses Datensatzes wurde der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach
peroraler Einmalgabe von 8,5 mg freier Base Bisoprolol in einer Population von 1000
virtuellen Individuen simuliert. Entsprechend den in Tabelle 13 (Abschnitt 4.2.2) zusammen-
gestellten Charakteristika der realen Probanden lag auch das Alter der virtuellen Probanden
im Bereich von 26,0 bis 32,3 Jahren, die Kérpergrofle im Bereich von 147 bis 185 cm und der
Body-Mass-Index im Bereich von 21,6 bis 25,8 kg/mz; 60 % der Population waren weiblich.
Das Ergebnis der Simulation ist gemeinsam mit den Messdaten in Abbildung 18 gezeigt. Der
simulierte Konzentrationsbereich umfasst alle Messwerte mit Ausnahme von drei
Konzentrationen der friihen Absorptionsphase, die knapp unterhalb des Simulations-
bereiches liegen. Im Eliminationsteil liegen die experimentellen Werte vollstéandig im vorher-
gesagten Bereich, auch der Abfall der logarithmierten Konzentrationen in diesem Bereich

und damit die Elimination entspricht der Vorhersage.
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In Abbildung 19 sind die Goodness-of-Fit-Plots fir diese gemeinsame
populationspharmakokinetische Simulation der Probandenprofile gezeigt. Sie zeigen wie
auch die numerische Evaluation einen geringen systematischen Fehler (medianer Vorher-
sagefehler (PE) 1,7 %, Interquartilbereich -14,2 bis 17,9 %) und mit 16,9 % eine ahnliche
Prazision (medianer Absoluter Vorhersagefehler (APE), Interquartilbereich 7,2 bis 25,1 %)
wie die zuvor besprochenen Simulationen der Literaturdatensatze (etwa 16 bis 18 %) wobei
die mittlere relative Abweichung (MRD) mit 1,51 hoher liegt als bei den genannten
Simulationen, jedoch deutlich unterhalb der angestrebten Obergrenze von 2,0 (s. Abschnitt
2.3.2.2) bleibt. Insgesamt ist die Vorhersage damit als gut zu bewerten; bei der Inter-
pretation der Goodness-of-Fit-Plots und der Ergebnisse der numerischen Evaluation ist zu
beachten, dass es sich mit lediglich fiinf Profilen um eine sehr kleine Stichprobe handelt, so
dass der Vergleich dieser wenigen Datenpunkte mit dem Median der Simulation nicht zur
abschlieRenden Quantifizierung der Vorhersagequalitdt ausreicht, sondern vielmehr als

ungefdhrer Hinweis zu werten ist.

Durch die sehr geringe Zahl an Messpunkten fallen Besonderheiten einzelner Profile bei der
Auswertung besonders ins Gewicht. So wird die gemeinsame Auswertung aller Probanden-
profile wesentlich durch den auffalligen Verlauf des Profils von Proband 06 beeinflusst.
Dieses Profil zeigt im Vergleich einen besonders hohen Konzentrationsanstieg und einen
steilen Abfall. Die entsprechende Probandin hatte mit 147 cm die geringste KérpergroBe und
mit 55 kg das geringste Korpergewicht des Kollektivs und daher bei gleicher absoluter Dosis
Bisoprolol relativ die hochste Dosierung erhalten. Um zu lberpriifen, ob das PBPK-Modell
auch fir die Vorhersage eines solchen spezifischen Profils geeignet ist, wurden fir die funf

Probanden getrennte Simulationen durchgefiihrt:

Fir jeden der funf Probanden wurde eine Population von 100 virtuellen Individuen generiert,
die jeweils Geschlecht, Lebensalter, KorpergroRe und Korpergewicht des entsprechenden
Probanden besalien (s. Tabelle 13 in Abschnitt 4.2.2) und je eine peroral applizierte Einfach-
dosis von 8,5 mg freier Base Bisoprolol erhielten. In Abbildung 20 und Abbildung 21 sind die

gemessenen Profile im Vergleich mit den jeweiligen Simulationen dargestellt.

Im Ergebnis fallt jedes der flinf gemessenen Profile vollstandig in den jeweiligen Vorhersage-
bereich (mit Ausnahme des jeweils ersten Messwertes bei Proband 04 und 07, die knapp
unterhalb der Minimalwertkurve liegen). Auch das im Vergleich mit der Gruppe auffallige
Profil von Proband 06 wird sowohl im Hinblick auf die Hohe der Konzentrationen als auch im
Hinblick auf den steilen Verlauf korrekt vorhergesagt. Insgesamt bestatigen die finf
Probandenprofile im Sinne einer Stichprobe die mit dem PBPK-Modell getroffenen Vorher-

sagen. Die korrekte Vorhersage des Profils von Proband 06 deutet dabei darauf hin, dass sich
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das Modell auch dafiir eignet, die Auswirkung der individuellen Physiologie auf die

Pharmakokinetik von Bisoprolol vorherzusagen.

Die verbesserte Vorhersage durch Simulationen von individuellen Populationen fir die
einzelnen Probanden zeigt sich auch in den entsprechenden Goodness-of-Fit-Plots
(Abbildung 25) sowie in der numerischen Evaluation; der mediane Vorhersagefehler (PE)
betragt -5,6 % (Interquartilbereich -15,4 bis 12,9 %), die Prazision 15,3 % (medianer
Absoluter Vorhersagefehler (APE), Interquartilbereich 9,6 bis 20,1 %). Insbesondere liegt die
mittlere relative Abweichung (MRD) mit 1,33 deutlich niedriger als bei der gemeinsamen

Simulation fur alle funf Probanden.

Im Sinne einer externen, stichprobenartigen Uberpriifung kann der vorgenommene
Vergleich von flinf Plasmakonzentrationszeitprofilen nach peroraler Bisoprololeinnahme
gesunder Erwachsener als Hinweis darauf gewertet werden, dass das entwickelte PBPK-
Modell zur Vorhersage der Pharmakokinetik von Bisoprolol bei Erwachsenen verwendet

werden kann.
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Abbildung 18: Gemeinsame Simulation der Probandenprofile fiir Bisoprolol

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Einmalgabe von 8,5 mg
Bisoprolol freier Base jeweils durch simulierte Werte und im Probandenkollektiv
gemessene Werte (s. Text), je einmal in linearer und halblogarithmischer Darstellung. In
grau sind die Simulationsergebnisse durch 5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwert aller simulierten Plasmakonzentrationen reprasentiert (Erlduterung zur
Darstellung in Abschnitt 4.3.1). ,LLOQ” bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze der
eingesetzten Analytikmethode. Die Legende gilt fiir beide Graphen.
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Abbildung 19: Goodness-of-Fit-Plots fiir die gemeinsame Simulation aller Probanden
(A) Die beobachteten Werte sind die einzelnen bei den Probanden gemessenen
Bisoprololkonzentrationen, die vorhergesagten Werte der Median der gemeinsamen
Simulation flr alle Probanden (s. Text und Abbildung 18). Graue Linie: Line of Identity. (B)
Gewichtete Residuen der einzelnen Konzentrationen Uber dem Median der vorher-
gesagten Werte bzw. (iber der nach p. o0.-Gabe vergangenen Zeit (C). Graue Linie in (B) und
(C): Nulllinie.
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Abbildung 20: Bisoprololprofil Proband 02

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlduterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt fir beide
Graphen.
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Abbildung 21: Bisoprololprofil Proband 03

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlduterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt fir beide
Graphen.
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Abbildung 22: Bisoprololprofil Proband 04

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlauterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt fur beide
Graphen.
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Abbildung 23: Bisoprololprofil Proband 06

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlduterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt fur beide
Graphen.
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Abbildung 24: Bisoprololprofil Proband 07

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlduterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt fir beide
Graphen.
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Abbildung 25: Goodness-of-Fit-Plots fiir die individuellen Simulationen der Probanden

(A) Die beobachteten Werte sind die einzelnen bei den Probanden gemessenen
Bisoprololkonzentrationen, die vorhergesagten Werte sind die Mediane der jeweiligen
individuellen populationspharmakokinetischen Simulationen fiir die Probanden (s. Text)
aus Abbildung 20 bis Abbildung 24. Graue Linie: Line of Identity. (B) Gewichtete Residuen
der einzelnen Konzentrationen Uber den Medianen der vorhergesagten Werte bzw. (iber
der nach p. 0.-Gabe vergangenen Zeit (C). Graue Linie in (B) und (C): Nulllinie.
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4.3.4 Kinder-PBPK-Modell fiir Bisoprolol

4.3.4.1 Altersabhdngige Verdnderungen der Bisoprololclearance

Nach der Uberpriifung seiner Vorhersagekraft fiir Erwachsene wurde das PBPK-Modell fiir
Bisoprolol wie in Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben an Kinder angepasst. Abbildung 26 zeigt das
Ergebnis der altersentsprechenden Anpassung der Clearance. Sowohl Gesamtclearance als
auch renale und hepatische Clearance verandern sich abhdngig vom Lebensalter. Die
Gesamtclearance fiir Bisoprolol setzt sich aus der renalen Clearance per glomerularer
Filtration und aus der hepatischen Clearance per Metabolisierung Gber CYP3A4 zusammen.
Bei Normierung der Gesamtclearance auf ein Kilogramm Korpergewicht ergibt sich dabei fiir
den ersten Lebenstag ein Wert von etwa 47 % der Gesamtclearance bei 18-jdhrigen
Erwachsenen. Es folgt ein steiler Anstieg; zwischen erstem und zweiten Lebensmonat
werden dhnliche Werte wie bei Erwachsenen erreicht und danach Gberschritten: Im Bereich
des ersten bis vierten Lebensjahres erreicht die kérpergewichtsnormierte Gesamtclearance
von Bisoprolol laut Simulation Maximalwerte von bis zu 173 % der Erwachsenenwerte.
Danach fallt die Kurve wieder ab; zunachst recht steil, sodass bei ca. 4,5-Jdhrigen etwa 150 %

erreicht werden, dann immer flacher werdend mit 118 % bei Elf- und 107 % bei 14-Jahrigen.
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Abbildung 26: Simulierte Altersabhingigkeit der Bisoprololclearance

Der Graph zeigt die durch das PBPK-Modell vorhergesagte Plasmaclearance von Bisoprolol
in Abhangigkeit vom Lebensalter. Dargestellt sind jeweils die kdrpergewichtsnormierte
renale und hepatische Plasmaclearance sowie ihre Summe, die Gesamtclearance.
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Auf Grundlage dieser Vorhersage fiir die Bisoprololclearance bei verschiedenen Altersstufen
sind mit diesem Modell simulierte Konzentrationszeitprofile bei Neugeborenen durch eine
(im Vergleich zu Erwachsenenprofilen) besonders langsame, bei Ein- bis Vierjahrigen durch
eine besonders schnelle Elimination charakterisiert (s. Abbildung 26). Da Kinder im Modell
jedoch nicht nur durch Anpassung der Clearance, sondern (wie detailliert in Abschnitt 2.3.1.2
beschrieben) auch durch - unter anderem - veranderte Organvolumina und Gewebe-
zusammensetzungen dargestellt werden, zeigen die simulierten Profile altersabhangig auch

im Absorptionsteil charakteristische Veranderungen.

Um dies beispielhaft zu zeigen, wurden acht verschiedene Altersstufen als Vertreter
verschiedener Altersklassen ausgewahlt, und es wurden fir jeweils 100 virtuelle Individuen
einer jeden Altersstufe Simulationen des Plasmakonzentrationszeitverlaufes nach

Bisoprololgabe simuliert (s. Abbildung 27).

Fiir die Auswahl der Altersstufen wurden Einteilungen der Europdischen Arzneimittelagentur
(EMA) und der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) herangezogen und zudem die Vorher-
sage fiir altersabhangige Verdnderungen der Bisoprololclearance berticksichtigt (EMA 2001;
WHO 2008): Gemal EMA (ICH Topic E 11) werden termingerecht geborene Sauglinge bis zu
ihrem 27. Lebenstag als Neugeborene bezeichnet, im Altersbereich von 28 Tagen bis
einschlieRlich 23 Monaten handelt es sich um Sauglinge und Kleinkinder, von zwei bis elf
Jahren um Kinder und von zwolf Jahren bis zur Volljahrigkeit (16 oder 18 Jahre) um Heran-
wachsende. Um den weiten Bereich von zwei bis elf Jahren weiter zu unterteilen, bezeichnet
die WHO die Zwei- bis Flinfjahrigen als Vorschulkinder und die Sechs- bis Elfjahrigen als
Schulkinder (WHO 2008). Auf diese Weise ergeben sich flnf verschiedene Altersklassen. Fur
die Simulationen sollte jede dieser Altersklassen vertreten sein, zugleich sollten die
Auswirkungen der vorhergesagten altersabhangigen Clearanceveranderungen (s. Abbildung
26) abgebildet werden. Fir die Altersklassen der Schulkinder und der Heranwachsenden
wurde jeweils eine Altersstufe aus der Mitte des jeweiligen Bereiches gewahlt (neun und 15
Jahre), da fir diese Bereiche trotz ihrer relativen Grofle nur geringe Veranderungen der
Clearance simuliert worden waren. Bei den Vorschulkindern dagegen schien die Auswahl
einer einzigen Altersstufe wegen des vorhergesagten Clearanceabfalls bei etwa vier Jahren
nicht geeignet, den gesamten Bereich zu reprasentieren. Daher wurden zwei Altersstufen
ausgewahlt (drei und finf Jahre), um jeweils den Bereich vor und nach besagtem Abfall zu
charakterisieren. Aufgrund analoger Uberlegungen wurden auch fiir die Gruppe der Siug-
linge und Kleinkinder zwei Altersstufen (drei Monate respektive ein Jahr) so ausgewahlt,
dass erwartete Clearanceanderungen in diesem Altersbereich abgebildet werden konnten.
Fir die Klasse der Neugeborenen, die ohnehin den kleinsten Altersbereich umspannte,

wurde wieder die Altersstufe in der Mitte des Bereiches (14 Tage) gewahlt. Zum Vergleich
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wurde den Simulationen fiir die so ausgewahlten sieben Altersstufen die Simulation bei 18-

jahrigen Erwachsenen gegenibergestellt.

Fiir die Simulationen wurden jeweils 1000 virtuelle Individuen pro Altersstufe generiert. Von
diesen war je die Halfte mannlich respektive weiblich; GroRe und Gewicht wurden bei der
Eingabe nicht festgelegt, so dass sich entsprechend den hinterlegten Referenzpopulationen
altersgemaBe Normalwerte ergaben (ausfihrlich beschrieben in Abschnitt 2.3.1.1). Samt-
liche Individuen in allen acht Altersgruppen erhielten jeweils dieselbe korpergewichts-
normierte typische Dosis von 0,12 mg freier Base Bisoprolol pro Kilogramm Koérpergewicht.
Da Bisoprolol typischerweise Bestandteil einer langfristigen Therapie ist, wurden die
Verhiltnisse unter Gleichgewichtsbedingungen (im Steady State) simuliert. Unter der
Annahme, dass das Steady State nach Ablauf von etwa fiinf Eliminationshalbwertszeiten
erreicht ist, kann bei den fir Bisoprolol beschriebenen Halbwertszeiten von etwa acht bis
zwolf Stunden (s. Tabelle 1 in Abschnitt 1.2.2.2) ab dem dritten Therapietag von Gleich-
gewichtsbedingungen ausgegangen werden. Um diese Bedingungen sicher voraussetzen zu
konnen, wurden die Simulationen daher fir funf Tage durchgefiihrt. Die folgende

Auswertung bezieht sich auf den flinften Therapietag.

14 Tage 3 Monate 1Jahr 3 Jahre
100 100
50 50

5 Jahre 9 Jahre 15 Jahre 18 Jahre

100 1004 100

6 18 6 18 6 18 6 18

"
1=}
S
=
1=}
=

u
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u
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Plasmakonzentration [pg/I]

=
1=}
=}

Zeit nach Einnahme [h]

Abbildung 27: Form der Bisoprololprofile bei verschiedenen Altersstufen

Vergleich der simulierten Plasmakonzentrationszeitprofile nach Bisoprololgabe bei immer
derselben korpergewichtsnormierten Dosis flir acht verschiedene Altersstufen. Die
Simulationen wurden fiir je 1000 virtuelle typische Vertreter des jeweiligen Alters durch-
gefiihrt (s. Text) und sind jeweils durch 5. Perzentile (untere Linie), Median (mittlere Linie)
und 95. Perzentile (obere Linie) aller simulierten Konzentrationen reprasentiert. Die Profile
korrespondieren mit den in Abbildung 28 dargestellten AUCs. Abszissen- und Ordinaten-
beschriftung gelten fiir jedes der acht Diagramme. Die Achsen sind jeweils identisch und
linear skaliert. Die Abszisse reicht jeweils von 0 bis 24 Stunden nach Bisoprololeinnahme
(am finften Tag, s. Text), auf der Ordinate ist ein Konzentrationsbereich von 0 bis 150 ug/|
dargestellt.
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Abbildung 27 zeigt die simulierten Plasmakonzentrationszeitverlaufe nach Bisoprololgabe fiir
die acht verschiedenen Altersstufen unter den beschriebenen Bedingungen. Alle virtuellen
Individuen erhielten dieselbe Dosis pro Kilogramm Koérpergewicht. Der auffallend schnelle
Konzentrationsabfall bei den dreijahrigen Vorschulkindern und der besonders langsame
Abfall bei den 14 Tage alten Neugeborenen spiegelt die zuvor beschriebenen Maximal-
respektive Minimalbereiche der Werte fiir die korpergewichtsnormierte Clearance wider.
Dariber hinaus ergeben sich jedoch auch fiir den Absorptionsteil altersabhangige
Veranderungen: Laut Simulation resultieren im ersten Kurventeil umso steilere
Konzentrationsanstiege und umso hohere Maximalkonzentrationen, je geringer das Lebens-

alter ist.

Diese Entwicklung beeinflusst gemeinsam mit den altersabhdngigen Verdnderungen der
korpergewichtsnormierten Clearance die Flache unter der jeweiligen Konzentrationszeit-
kurve (AUC). Dies ist in Abbildung 28 dargestellt. Mit dem Wilcoxon-Rangsummentest
wurden die einzelnen Altersgruppen jeweils mit den 18-Jahrigen verglichen. Die AUCs der
Altersstufen Drei Monate und 18 Jahre unterschieden sich nicht signifikant (p = 0.79), fiir alle
Ubrigen Altersstufen ergab sich dagegen im Vergleich mit den 18-Jahrigen jeweils ein héchst
signifikanter Unterschied (in allen Fdllen p <0,001). Die Simulation sagt vorher, dass die
mediane AUC bei Neugeborenen im Vergleich zu 18-jdhrigen Erwachsenen erhoht ist, dann
mit steigendem Lebensalter absinkt, ein Minimum im Bereich der Klein- und Vorschulkinder
durchlauft und sich schlielich Erwachsenenwerten anndhert. Die hochste mediane AUC im
Vergleich der acht untersuchten Altersstufen wurde mit 167 % des medianen Erwachsenen-
wertes fur die 14 Tage alten Neugeborenen berechnet, die tiefste mit 68 % fiir die drei-

jahrigen Vorschulkinder.

Wie bereits zuvor beschrieben, gelten diese (simulierten) Ergebnisse fiir die Gabe korper-
gewichtsnormierter Bisoprololdosen; interindividuellen Unterschieden des Koérpergewichts

wurde also bereits durch Dosisanpassung Rechnung getragen.

Der Ausblick auf eine mogliche Verwendung dieser Simulationsergebnisse als Grundlage fir
das Design zuklnftiger padiatrischer Studien wird im Diskussionsteil dieser Arbeit

beschrieben.
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Abbildung 28: Bisoprololexposition bei verschiedenen Altersstufen

Simulierte Exposition (AUC,._..) nach Bisoprololgabe bei immer derselben korpergewichts-
normierten Dosis flir je 1000 virtuelle typische Vertreter acht verschiedener Altersstufen
(s. Text). Zwischen den verschiedenen Altersstufen liegen jeweils unterschiedlich groRe
Abstande, die Abszisse ist also nicht linear eingeteilt. Die dargestellte Exposition
korrespondiert mit den jeweils entsprechenden Plasmakonzentrationszeitkurven aus
Abbildung 27. Die ,, Box-and-Whisker-Plots” zeigen die simulierten AUC-Werte als Median
(Mittellinie), Interquartilsbereich (Unter- und Oberkante der ,,Box“) sowie Minimal- und
Maximalwerte (,Whiskers”), sofern diese nicht um mehr als das 1,5-Fache des Interquartil-
abstands vom Median abweichen; Datenpunkte auBerhalb dieses Ranges werden als
Ausreiller (Kreise) dargestellt.
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4.3.4.2 Simulation von Literaturdatensatzen

Das beschriebene Bisoprololmodell fiir Kinder wurde nun eingesetzt, um bereits vorhandene
Daten aus der Literatur zu simulieren. In einer japanischen Zeitschrift wurde 1993 liber eine
Untersuchung zur Pharmakokinetik von Bisoprolol bei zwolf padiatrischen Patienten im Alter
von funf bis 17 Jahren berichtet (Miura et al. 1993). Fir funf Patienten im Alter von zehn,
acht (zwei Falle), sechs und flinf Jahren wurden Plasmakonzentrationszeitprofile dargestellt
(im Folgenden wird die Nummerierung aus der Publikation verwendet: Patient 06, 07, 11, 12
und 13).

GemaR den in der Publikation gemachten Angaben wurden in der vorliegenden Arbeit zu
jedem der Patienten 100 virtuelle asiatische Individuen generiert, die dem jeweiligen
Patienten in Alter, Geschlecht und Korpergewicht entsprachen. Die KérpergrofRe war nicht
angegeben und wurde daher bei der Generierung der Populationen nicht festgelegt, sodass
den hinterlegten Referenzdatensatzen entsprechende Normalwerte fir asiatische Kinder in

die Simulationen eingingen.

Die Publikation enthalt keine Beschreibung der eingesetzten Arzneiformen, der Flissigkeits-
menge, mit der die Einnahme erfolgte, oder des Fillungszustandes des Magens zum
Einnahmezeitpunkt. So ist es nicht moglich, auszuschlieBen, dass eine unzerkleinerte, mit
nur wenig Flissigkeit eingenommene Tablette langere Zeit unaufgelost im Magen verblieb.
Es wird weder Uber die Durchfiihrung der Blutentnahmen noch die verwendete Analytik
berichtet und es wird nicht angegeben, wie lange die Patienten bereits die
Bisoprololtherapie erhielten. Da in allen Profilen fir den Zeitpunkt ,null“ ein
Konzentrationswert angegeben ist, handelt es sich offenbar nicht um die erstmalige Gabe; es
ist jedoch nicht auszuschlieBen, das die Profile nicht im Gleichgewicht, sondern wahrend der
Dosisanpassung erstellt wurden, dass also vor dem Profiltag eine unbekannte Anzahl von
Dosen unbekannter Hohe verabreicht wurde. Keine dieser Fragen konnte durch Riicksprache

mit dem Erstautor beantwortet werden.

Es wurden daher verschiedene Simulationsszenarien unter alternativen Annahmen zu
unbekannten Parametern durchgefiihrt und einander gegenibergestellt. Die Simulationen
wurden fir jeden der Patienten jeweils fiir Gabe auf nlichternen und gefiillten Magen sowie
fir erstmalige Gabe und fir Gleichgewichtsbedingungen (Steady State) simuliert. Das Steady
State wurde simuliert, indem auf Grundlage derselben Uberlegungen wie im voran-
gegangenen Abschnitt ebenfalls eine Simulationszeit von fiinf Tagen eingesetzt und das
Profil des flinften Tages ausgewertet wurde. Auf diese Weise ergeben sich fiir jeden der

Patienten vier ,extreme” Szenarien, mit denen ,mittlere” Falle eingegrenzt werden,
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beispielsweise ein unklarer Flllungszustand des Magens oder Akkumulation ohne Erreichen
des Steady States.

Die simulierten Profile haben somit hypothetischen Charakter. Eine ungefihre Uberein-
stimmung eines Simulationsszenarios mit den entsprechenden Messwerten kann als Hinweis
darauf gedeutet werden, dass das Modell die Messwerte unter Umstanden korrekt vorher-

sagen konnte, zumindest jedoch durch diese nicht widerlegt wird.

In Abbildung 29 bis Abbildung 33 sind die Ergebnisse der Simulationsszenarien mit den
entsprechenden Literaturprofilen dargestellt. Fiir Patient 06 (zehn Jahre alt), Patient 11 (acht
Jahre) und Patient 13 (flinf Jahre) zeigt sich fiir mindestens eines der vier Simulations-
szenarien vollstindige Ubereinstimmung mit den gemessenen Werten. Fiir Patient 07 (acht
Jahre) liegen drei Messwerte auBerhalb der zutreffendsten der Simulationen; das reale Profil
zeigt dabei ein vergleichsweise spates Maximum (hochster gemessener Wert 4,2 Stunden
nach Gabe), das von keiner der Simulationen vorhergesagt wird. Fiir Patient 12 (sechs Jahre)
werden in den zutreffendsten Simulationen zwei Messwerte nicht erfasst. Dabei handelt es
sich um jeweils unterschiedliche Werte; die Simulationen liegen je nach Szenario teils unter-
teils oberhalb des gemessenen Profils. Die Simulationen dienen so als Hinweis, dass die
beobachteten Abweichungen der Vorhersagen von den Messwerten bei Patient 12 grund-
satzlich durch Verdanderungen der Magenfillung erklart werden konnten. Sowohl bei
Patient 07 als auch bei Patient 12 betreffen die beobachteten Abweichungen den
Absorptionsteil der Profile. Ohne genauere Informationen zur Durchfihrung der Unter-
suchung kann dies nicht abschlieBend bewertet werden. Die Kurvenabfille der Eliminations-

phase werden dagegen in allen flinf Fallen treffend vorhergesagt.

Dies kann als Hinweis gedeutet werden, dass Eliminationsvorgange durch das Modell besser
vorhergesagt werden kénnen als Absorptionsvorgange, wobei letzteres auch im Zusammen-
hang mit dem beschriebenen Informationsmangel stehen konnte. Auf Basis der flinf
betrachteten Falle im Altersbereich von funf bis zehn Jahren gibt es keinen Anhaltspunkt auf

eine unterschiedliche Vorhersagekraft fiir verschiedene Altersstufen.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse — unter Vorbehalt im Hinblick auf die besagten fehlenden
Informationen — darauf hin, dass die Uberwiegende Mehrzahl der von Miura et al.
berichteten Konzentrationen mit dem entwickelten PBPK-Modell vorhersagbar sein kénnte;
auf Grundlage der vorliegenden Daten ist dies zumindest nicht auszuschlieBen. In vier von
finf Fallen kann auf Basis der Simulationen eine hypothetische Erklarung fir das

resultierende Profil gegeben werden.
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[Teil von Abbildung 29, gemeinsame Beschriftung s. folgende Seite]
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Abbildung 29: Simulation von Bisoprolol-Kinderprofilen aus der Literatur (Patient 06)

[Fortsetzung von Abbildung auf vorangegangener Seite] Von Miura et al. berichtete
Bisoprololkonzentrationen fiir Patient 06, zehn Jahre alt; Bisoprololdosis 2,5 mg verteilt auf
zwei Gaben. Im Vergleich sind vier verschiedene Simulationsszenarien fir jeweils 100
virtuelle entsprechende Kinder in grau (5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwerte gemaR Abschnitt 4.3.1) gezeigt (s. Text): (A) Einnahme auf niichternen
Magen, erstmalige Gabe; (B) Einnahme auf niichternen Magen, Steady State; (C) Einnahme
auf gefillten Magen, erstmalige Gabe; (D) Einnahme auf gefiillten Magen, Steady State.
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[Teil von Abbildung 30, gemeinsame Beschriftung s. folgende Seite]
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Abbildung 30: Simulation von Bisoprolol-Kinderprofilen aus der Literatur (Patient 07)
[Fortsetzung von Abbildung auf vorangegangener Seite] Von Miura et al. berichtete
Bisoprololkonzentrationen flir Patient 07, acht Jahre alt; Bisoprololdosis 2,5 mg in einer
einzelnen Gabe. Im Vergleich sind vier verschiedene Simulationsszenarien fiir jeweils 100
virtuelle entsprechende Kinder in grau (5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwerte gemadR Abschnitt 4.3.1) gezeigt (s. Text): (A) Einnahme auf niichternen
Magen, erstmalige Gabe; (B) Einnahme auf nlichternen Magen, Steady State; (C) Einnahme
auf gefiillten Magen, erstmalige Gabe; (D) Einnahme auf gefiillten Magen, Steady State.
Zur besseren Vergleichbarkeit ist der Verlauf aller Profile auch dann (ber 24 Stunden
dargestellt, wenn Messdaten nur fiir einen Teil des Zeitraums vorlagen.
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[Teil von Abbildung 31, gemeinsame Beschriftung s. folgende Seite]
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Abbildung 31: Simulation von Bisoprolol-Kinderprofilen aus der Literatur (Patient 11)

[Fortsetzung von Abbildung auf vorangegangener Seite] Von Miura et al. berichtete
Bisoprololkonzentrationen fiir Patient 11, acht Jahre alt; Bisoprololdosis 2,5 mg verteilt auf
zwei Gaben. Im Vergleich sind vier verschiedene Simulationsszenarien fiir jeweils 100
virtuelle entsprechende Kinder in grau (5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwerte gemadR Abschnitt 4.3.1) gezeigt (s. Text): (A) Einnahme auf niichternen
Magen, erstmalige Gabe; (B) Einnahme auf nlichternen Magen, Steady State; (C) Einnahme
auf gefiillten Magen, erstmalige Gabe; (D) Einnahme auf gefiillten Magen, Steady State.
Zur besseren Vergleichbarkeit ist der Verlauf aller Profile auch dann (ber 24 Stunden

dargestellt, wenn Messdaten nur fir einen Teil des Zeitraums vorlagen.

-125-



4 ERGEBNISSE — 4.3 Ergebnisse der PBPK-Simulationen

50 -
(A) = = = Maximalwert
Einnahme auf niichternen Magen, 95. Perzentile
40 A erstmalige Gabe e Median
=
°1° = 5. Perzentile
5
= 30 -+ = = = Minimalwert
o
=
g\‘) —#— Patient 12
c
2 20 -
©
€
(%]
©
o
10 4

-
-
SeeaoT
e

0 T T T 1
0 6 12 18 24
Zeit nach Einnahme [h]
50 -
(B) = ==Maximalwert
Einnahme auf niichternen Magen, ===295. Perzentile
40 - Steady State Median
= 5. Perzentile
30 A

= = = Minimalwert

—#— Patient 12

Plasmakonzentration [ug/I]

0 6 12 18 24
Zeit nach Einnahme [h]

[Teil von Abbildung 32, gemeinsame Beschriftung s. folgende Seite]
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Abbildung 32: Simulation von Bisoprolol-Kinderprofilen aus der Literatur (Patient 12)
[Fortsetzung von Abbildung auf vorangegangener Seite] Von Miura et al. berichtete
Bisoprololkonzentrationen fiir Patient 12, sechs Jahre alt; Bisoprololdosis 2,5 mg verteilt
auf zwei Gaben. Im Vergleich sind vier verschiedene Simulationsszenarien fiir jeweils 100
virtuelle entsprechende Kinder in grau (5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwerte gemdR Abschnitt 4.3.1) gezeigt (s. Text): (A) Einnahme auf niichternen
Magen, erstmalige Gabe; (B) Einnahme auf nlichternen Magen, Steady State; (C) Einnahme
auf gefiillten Magen, erstmalige Gabe; (D) Einnahme auf gefiillten Magen, Steady State.
Zur besseren Vergleichbarkeit ist der Verlauf aller Profile auch dann Uber 24 Stunden
dargestellt, wenn Messdaten nur fiir einen Teil des Zeitraums vorlagen.
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[Teil von Abbildung 33, gemeinsame Beschriftung s. folgende Seite]
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Abbildung 33: Simulation von Bisoprolol-Kinderprofilen aus der Literatur (Patient 13)
[Fortsetzung von Abbildung auf vorangegangener Seite] Von Miura et al. berichtete
Bisoprololkonzentrationen fiir Patient 13, fiinf Jahre alt; Bisoprololdosis 2,5 mg verteilt auf
zwei Gaben. Im Vergleich sind vier verschiedene Simulationsszenarien fir jeweils 100
virtuelle entsprechende Kinder in grau (5., 50. und 95. Perzentile sowie Minimal- und
Maximalwerte gemadR Abschnitt 4.3.1) gezeigt (s. Text): (A) Einnahme auf niichternen
Magen, erstmalige Gabe; (B) Einnahme auf nlichternen Magen, Steady State; (C) Einnahme
auf gefiillten Magen, erstmalige Gabe; (D) Einnahme auf gefiillten Magen, Steady State.
Zur besseren Vergleichbarkeit ist der Verlauf aller Profile auch dann tber 24 Stunden
dargestellt, wenn Messdaten nur fiir einen Teil des Zeitraums vorlagen.
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4.4 Ergebnisse der DuMBO-Studie

4.4.1 Uberblick: Patientencharakteristika und Profil-
bedingungen

Im Zeitraum von Januar 2010 bis Juli 2010 konnten acht Patienten in die DuMBO-Studie
eingeschlossen werden. Fir einen direkten Vergleich sind in Tabelle 19 charakteristische
Angaben zu den Patienten und zur Bisoprololeinnahme am Profiltag zusammengestellt. In
Abschnitt 4.4.2 werden die gemessenen Profile zunichst im Uberblick dargestellt, in den
folgenden Abschnitten 4.4.3.1 bis 4.4.3.8 werden die Patienten einzeln besprochen und es
werden Detailangaben gemacht — unter anderem zu Diagnosen und Komedikation — die in
der Ubersichtstabelle nicht detailliert darstellbar waren. Dabei werden jeweils die vorher-

gesagten und die tatsdchlich gemessenen Profile verglichen.

Wie in Abschnitt 2.4.1 erldutert, war es ausdrickliches Ziel der DuMBO-Studie, mit den
eingeschlossenen Patienten einen moglichst groRen Altersbereich abzudecken. Vor dem
Hintergrund der Ergebnisse des Cochrane-Reviews wurde zudem angestrebt,
Beobachtungen fiir den Einsatz von Bisoprolol bei verschiedenen Diagnosen zu machen. Aus
Tabelle 19 geht hervor, dass dies umgesetzt werden konnte: Der dlteste Patient war 18,2
Jahre, der jingste zwolf Tage alt. Vier der Patienten waren weiblich, vier mannlich. Alle
eingeschlossenen Patienten waren europadischer Abstammung. Zur Einordnung von Korper-
groRe, Korpergewicht und Body-Mass-Index (BMI) der Patienten fir das jeweilige Lebens-
alter wurden die von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) verdéffentlichen Perzentilen
verwendet (WHO 2006; 2010). Gemal} diesen Perzentilen lagen drei der Patienten mit ihrem
BMI im Bereich zwischen 25. und 75. Perzentile, also in dem Bereich, in den 50 % der Kinder
gleichen Alters und Geschlechts fallen. Der BMI dreier Patienten lag dagegen besonders
hoch (Uber der 95. Perzentile) und der der zwei (ibrigen Patienten besonders niedrig (unter
der 5. Perzentile), wobei hier in einem Fall (Patient VII) eine schwere Wachstums- und
Entwicklungsretardierung vorlag, sodass sich sowohl GréRe als auch Gewicht deutlich unter-

halb der 1. Perzentile fir das entsprechende Alter befanden.

Ebenso unterschieden sich Art und Schwere der jeweiligen Erkrankung stark zwischen den
Patienten; dementsprechend bestand bei zwei Patienten Uber das Bisoprolol hinaus kein
Medikationsbedarf, wahrend die librigen sechs Patienten eine Komedikation aus bis zu sechs
Medikamenten erhielten. Unter diesen Medikamenten befanden sich keine Substanzen, fir

die mit einer Veranderung der Pharmakokinetik von Bisoprolol zu rechnen ist (beispielsweise
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durch wesentliche Beeinflussung der Aufnahme oder der Elimination per CYP3A4-

Metabolisierung oder glomerularer Filtration).

Bei funf der acht Patienten erfolgte die Bisoprololgabe erstmalig, bei drei Patienten war mit
der Therapie bereits vor dem Profiltag begonnen worden. Drei der Patienten erhielten also
eine Erhaltungsdosis, die Ubrigen eine Startdosis; zudem unterschied sich die kardiale
Stabilitdt der jeweiligen Patienten entsprechend den sehr unterschiedlichen Diagnosen
ebenfalls deutlich, sodass teilweise einschleichend dosiert wurde. Die pro Kilogramm
Korpergewicht eingesetzten Dosen an freier Base Bisoprolol unterschieden sich daher bis zu
neunfach (Bereich von 0,015 bis 0,136 mg/kg).

Die funf alteren Patienten nahmen eine schnell freisetzende Tablette mit Wasser ein; bei
den drei jlingeren Patienten wurde der Inhalt einer in der Krankenhausapotheke
hergestellten Kapsel in Wasser suspendiert. Der jeweilige Fillungszustand des Magens zum

Einnahmezeitpunkt ist in Tabelle 19 angegeben.
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sie, Sick-Sinus-

Syndrom, Z. n.
VCI-Thrombose,
Thrombophilie

Indikation fiir Erhohte Herz-

Synkopen Kardiomyopathie,
V. a. Myokarditis,
Herzinsuffizienz

NYHA-Klasse Il

V. a. hypersympa- Herzinsuffizienz

Tabelle 19: Patientencharakteristika, Kurziibersicht
Patient | Patient Il Patient Il Patient IV

BASALE PATIENTENDATEN

Alter [Jahre] 18,2 13,8 10,3 9,9

Geschlecht Mannlich Weiblich Weiblich Mannlich

GroRe [cm] 172 158 152 140

(Perzentilen) (> 25.,<50.) (>25.,<50.) (>95.,<97.) (>50.,<75.)

Gewicht [kg] 68,5 71 32,0 40,0

(Perzentilen) N. a. N. a. N. a. (>85.,<95.)

BMI [kg/m?] 23,2 28,4 13,9 20,4

(Perzentilen) (>50.,<75.) (>97.,<99.) (>3.,<5.) (>95.,<97.)
DIAGNOSEN/MEDIKATION

Diagnosen Trikuspidalatre- Rezidivierende Dilatative Wolff-Parkinson-

White-(WPW)-
Syndrom

Rezidivierende

Bisoprolol frequenz thikotone Dysreg. Tachykardien

Komedikation 3 Medikamente Keine 3 Medikamente Keine
BISOPROLOLEINNAHME

Erstmalige Gabe Ja Ja Ja Ja

Dosis [mg] 4,25 4,25 0,53 2,13

Dosisnorm [Mg/kg] 0,062 0,060 0,017 0,053

Arzneiform Tablette Tablette Geteilte Tablette Tablette

Als Ganzes mit
250 ml Wasser

Als Ganzes mit
100 ml Wasser

Als Ganzes mit
300 ml Wasser

Als Ganzes mit
250 ml Wasser

Applikationsart

Magenzustand Nichtern Nichtern Uneindeutig Nichtern
DETAILS ZU MAHLZEITEN

Art der Nahrung  Erwachsenenkost Erwachsenenkost Erwachsenenkost Erwachsenenkost

Mabhlzeiten vor Nahrungskarenz  Nahrungskarenz Wenig Brot Nahrungskarenz

Einnahme Uber Nacht Uber Nacht 0,1 h vor Gabe Uber Nacht

Mabhlzeiten nach Friihsttick Friihstiick Wenig Brot Frihstlick

Einnahme 2,2 hnach Gabe 2,2hnach Gabe 2,5hnach Gabe 1,8 h nach Gabe

Besonderheiten Keine Keine Keine Keine
FOLGEABSCHNITTE

Weitere Details s. 4.4.3.1 4.4.3.2 4.4.3.3 4434

Die Tabelle dient der Ubersicht und enthilt daher stark verkiirzte Angaben. Samtliche
Angaben gelten fir den Tag des Bisoprololprofils. Fir KorpergréRe, -gewicht und Body-
Mass-Index (BMI) sind in Klammern die nachst-tiefere und -hoéhere Perzentile fir das
jeweilige Alter gemaR Weltgesundheitsorganisation angegeben; Gewichtsperzentilen
wurden nur fur Kinder unter zehn Jahren veréffentlicht (WHO 2006; 2010). ,,N. a.“ steht fur
nicht angegeben; ,<“ fir kleiner als, ,>“ fur gréRer als, ,V. a.” fur Verdacht auf, ,VCI“ fur
Vena cava inferior, ,NYHA” fir New York Heart Association. [Fortsetzung s. ndchste Seite]
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Fortsetzung Tabelle 19

Patient V Patient VI Patient VII Patient VIII
BASALE PATIENTENDATEN

Alter [Jahre] 7,1 6,1 0,8 (10 Monate) 0,0 (12 Tage)
Geschlecht Mannlich Weiblich Weiblich Mannlich
GréBe [cm] 128 110 57 52
(Perzentilen) (>85.,<95.) (>5.,<15.) (<1.) (> 25.,<50.)
Gewicht [kg] 31,2 18,0 4,4 3,5
(Perzentilen) (>97.,<99.) (>15.,<25.) (<1.) (>25.,<50.)
BMI [kg/m?] 19,0 14,9 13,5 12,9
(Perzentilen) (>97.,<99.) (>25.,<50.) (<1.) (>25.,<50.)

DIAGNOSEN/MEDIKATION

Diagnosen Rheumatisches  Dilatative Kardio-
Fieber mit myopathie,
kardialer Myokarditis,

Beteiligung Herzinsuffizienz

NYHA-Klasse lI-111

Indikation fiir Herzinsuffizienz  Herzinsuffizienz

Bisoprolol

Komedikation 6 Medikamente 5 Medikamente

Komplexe Fehl-
bildungen,

Wachstums- und

Entwicklungs-
retardierung

Verminderte
0,-Sattigung

4 Medikamente

Fallot-Tetralogie,
Vorhofseptum-
defekt

Verminderte
0,-Sattigung

1 Medikament

BISOPROLOLEINNAHME

Erstmalige Gabe Nein Ja
Dosis [mg] 4,25 0,27
Dosisnorm [Mg/kg] 0,136 0,015
Arzneiform Tablette Kapsel

Applikationsart Als Ganzes mit

Nein
0,43
0,098
2 Kapseln

Nein
0,34
0,097
2 Kapseln

Suspension, dazu Suspension direkt Suspension direkt

200 ml Saft < 50 ml Wasser nach Mahlzeit nach Mahlzeit

Magenzustand Gefullt Uneindeutig Gefillt Gefllt
DETAILS ZU MAHLZEITEN

Art der Nahrung  Erwachsenenkost Erwachsenenkost Fertigmilch Muttermilch

Mahlzeiten vor Schokolade Friihstiick 90 ml Milch 110 ml Milch

Einnahme 1,5 h vor Gabe 3,0 h vor Gabe 0,1 h vor Gabe 0,3 h vor Gabe

Mahlzeiten nach Fruhstlick Milchgetrank 100 ml Milch 130 ml Milch

Einnahme 0,1 h nach Gabe 2,0 h nach Gabe 2,8 h nach Gabe 3,3 h nach Gabe

Besonderheiten Keine Sehr wenig Erbrechen Keine

getrunken 0,3 h nach Gabe

FOLGEABSCHNITTE

Weitere Details s. 4,435 4.4.3.6 4.4.3.7 4.4.3.8

[Fortsetzung FuRnote Tabelle 19] , Dysreg.” steht fur Dysregulation, ,0,-Sattigung” fur
transkutan gemessene Sauerstoffsattigung im Blut. Bisoprolol wurde als Fumarat verab-
reicht; in der Tabelle ist die jeweilige Menge freie Base absolut sowie korpergewichts-
normiert angegeben (,,Dosisnom”). ,Suspension” bedeutet, dass der Kapselinhalt in Wasser
suspendiert wurde. ,Magenzustand” ist kurz fur ,Fillungszustand des Magens zum
Einnahmezeitpunkt”. Angegeben sind alle Mahlzeiten im Zeitraum von je vier Stunden vor

und nach Bisoprololeinnahme.
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4.4.2 Gegeniiberstellung der Patientenprofile und Vergleich der
Pharmakokinetik

Um zunichst einen Uberblick tber die Ergebnisse der Profilerstellung im Rahmen der
DuMBO-Studie zu geben, werden die Profile im Folgenden einander gegeniibergestellt. Da
sehr unterschiedliche Dosierungen eingesetzt wurden (0,015 bis 0,136 mg/kg), spiegelt ein
direkter Vergleich der Profile im Wesentlichen die Dosisunterschiede wider und ist damit

nicht geeignet, mogliche altersabhangige Unterschiede der Exposition erkennen zu lassen.

Daher wurde eine Normierung auf eine Standarddosis von 0,12 mg/kg freier Base Bisoprolol
vorgenommen. Dieser Wert ergibt sich durch Division der Ublichen absoluten Standarddosis
flir Erwachsene von 8,5 mg freier Base Bisoprolol durch ein typisches Koérpergewicht von
73 kg. Auf diese Weise wird auch in den Studienzentren Disseldorf und Hamburg die
allgemeine Zieldosis fir Kinder bestimmt. Fir die Dosisnormierung wurde die korper-
gewichtsnormierte Standarddosis jeweils als Vielfaches der korpergewichtsnormierten
individuellen Patientendosis angegeben und als Korrekturfaktor fiir die Messwerte
verwendet. Das Resultat sind fiktive Plasmakonzentrationszeitverldufe, die veranschau-
lichen, welche Konzentrationen sich bei Gabe der Standarddosis von 0,12 mg/kg theoretisch
ergeben hatten. Hierzu ist die Annahme einer linearen Pharmakokinetik notig. Eine solche ist
in der Literatur grundséatzlich beschrieben worden (Leopold 1986); dies wird in Abschnitt
5.6.1 diskutiert.

Abbildung 34 und Abbildung 35 zeigen die besagten fiktiven Plasmakonzentrationszeitver-
ldaufe und zum Vergleich die Profile der gesunden Probanden nach analoger Normierung. In
Tabelle 20 sind die berechneten Halbwertszeiten aufgefiihrt, da sie sich unter der Voraus-
setzung einer linearen Pharmakokinetik ebenfalls zum dosisunabhadngigen Vergleich eignen.
Tabelle 21 zeigt die aus den dosisnormierten Profilen berechneten AUCs sowie im Vorgriff

auf die folgenden Kapitel die fir die einzelnen Patienten simulierten AUCs.
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Abbildung 34: Vergleich der dosisnormierten Bisoprololprofile (linear)

Dargestellt sind die fiktiven Plasmakonzentrationszeitverlaufe nach Bisoprololeinnahme
der péadiatrischen Patienten (oberer Graph) und der erwachsenen Probanden (unterer
Graph) bei Normierung der gemessenen Konzentrationen auf eine koérpergewichts-
normierte Standarddosis von 0,12 mg/kg freier Base Bisoprolol (s. Text). Da alle zugrunde
liegenden Profile in den folgenden Abschnitten detailliert besprochen werden, wurde der
Ubersichtlichkeit halber in dieser Darstellung auf die Angabe einer unteren Bestimmungs-
grenze und der Blutentnahmezeitpunkte verzichtet; fiir eine bessere Vergleichbarkeit mit
den Patientenprofilen sind die Probandenprofile nur Gber einen Zeitraum von 24 Stunden
abgebildet.
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Abbildung 35: Vergleich der dosisnormierten Bisoprololprofile (halblogarithmisch)
Dargestellt sind die fiktiven Plasmakonzentrationszeitverlaufe nach Bisoprololeinnahme
der péadiatrischen Patienten (oberer Graph) und der erwachsenen Probanden (unterer
Graph) bei Normierung der gemessenen Konzentrationen auf eine korpergewichts-
normierte Standarddosis von 0,12 mg/kg freier Base Bisoprolol (s. Text). Die Ordinaten sind
logarithmisch skaliert. Da alle zugrunde liegenden Profile in den folgenden Abschnitten
detailliert besprochen werden, wurde der Ubersichtlichkeit halber in dieser Darstellung auf
die Angabe der unteren Bestimmungsgrenze und der Blutentnahmezeitpunkte verzichtet;
flr eine besseren Vergleichbarkeit mit den Patientenprofilen sind die Probandenprofile nur
Uiber einen Zeitraum von 24 Stunden abgebildet.
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Die hochsten der nach Normierung resultierenden Konzentrationen wurden von Patient |
(18,2 Jahre alt) und Patient Il (13,8 Jahre alt), den beiden dltesten der Patienten, erreicht.
Beide Profile dhneln — im Fall des volljahrigen Patienten erwartungsgemall — sowohl im
Absorptions- also auch im Eliminationsteil denen der erwachsenen Probanden. Im
Absorptionsteil sehr dhnlich verlauft das Profil des 9,9-jahrigen Patient IV. Der weitere
Kurvenverlauf fallt vergleichsweise schnell ab; in der halblogarithmischen Darstellung deutet
sich eine im Vergleich zu Patient| und Patient |l beschleunigte Elimination an. Die
Konzentration im 24-Stunden-Wert von Patient IV lag unterhalb der unteren Bestimmungs-
grenze und konnte daher fiir die Berechnung der Halbwertszeit nicht verwendet werden;

stattdessen wurde der Wert nach 6,32 Stunden eingesetzt (s. Tabelle 20).

Tabelle 20:  Vergleich der Halbwertszeiten der Patientenprofile

Patient Halbwertszeit [h] Eingegangene Zeitpunkte [h]
Patient | 79 9,00/ 12,08 /24,08
Patient Il 10,8 8,48 /11,53 /23,47
Patient IV 55 6,32/8,52 /11,37
Patient V 7,0 9,03/11,82/23,97
Patient VI 4,1 5,65/6,82 /7,65
Patient ViII 10,5 6,97 / 10,33/ 23,38

,Halbwertszeit” ist kurz fur Eliminationshalbwertszeit, dazu angegeben sind (durch die
entsprechenden Zeitpunkte nach Bisoprololgabe) die jeweiligen in die Berechnung
eingegangenen Messwerte; die Erklarung der Berechnungsmethode findet sich in
Abschnitt 2.4.4. Aus den Profilen von Patient lll und Patient VIl wurden keine Halbwerts-
zeiten berechnet, da die Eliminationsphase nicht ausreichend charakterisiert war.

Fir Patientlll (10,3 Jahre alt) konnte die erste Konzentration 3,00 Stunden nach
Bisoprololgabe quantifiziert werden, der Kurvenverlauf im Zeitfenster zwischen null und drei
Stunden ist in den Abbildungen daher nicht dargestellt, doch wurde nach 1,50 Stunden eine
Blutprobe entnommen, in der die Bisoprololkonzentration unterhalb der unteren
Bestimmungsgrenze lag (s. Abschnitt 4.4.3.3). Das Ausmal’ der Absorption ist damit deutlich
geringer als beim etwa gleichaltrigen Patienten IV. Bezliglich der Elimination ldsst sich wegen

der unzureichenden Charakterisierung des spateren Kurvenverlaufs keine Aussage treffen.

PatientV (7,1 Jahre alt) hatte bereits vor dem Profiltag Bisoprolol erhalten; ebenso
Patient VIl und Patient VIIl. Bei der Hohe der einzelnen Konzentrationen muss daher
Akkumulation beriicksichtigt werden und es besteht keine direkte Vergleichbarkeit mit den
Ubrigen Profilen. Es zeigt sich ein vergleichsweise steiler Anstieg im Absorptionsteil und

wiederum ein steiler Abfall im Eliminationsteil.
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Tabelle 21: Vergleich von gemessener und simulierter Exposition und Clearance

AUC Cl/F AUC,om
[h*ug/l] [I/h] [h*ug/I]
Patient |
Realer Patientenwert 283,4 14,99 592,2
5. Perzentile der Simulation 150,8 28,18 315,2
50. Perzentile der Simulation 275,8 15,41 576,3
95. Perzentile der Simulation 408,0 10,42 852,5
Patient Il
Realer Patientenwert 409,4 10,38 820,7
5. Perzentile der Simulation 221,4 19,20 443,8
50. Perzentile der Simulation 343,6 12,37 688,8
95. Perzentile der Simulation 485,3 8,76 973,0
Patient IV
Realer Patientenwert 189,4 11,22 427,7
5. Perzentile der Simulation 150,8 14,09 340,7
50. Perzentile der Simulation 263,2 8,07 594,6
95. Perzentile der Simulation 390,5 5,44 882,2
Patient V
Realer Patientenwert 577,0 7,37 508,3
5. Perzentile der Simulation 353,4 12,03 311,3
50. Perzentile der Simulation 566,5 7,50 499,1
95. Perzentile der Simulation 937,4 4,53 825,8
Patient VIII
Realer Patientenwert 3249 1,05 399,0
5. Perzentile der Simulation 321,5 1,06 394,9
50. Perzentile der Simulation 608,3 0,56 747,2
95. Perzentile der Simulation 1021,5 0,33 1254,7

Die berechnete Exposition (AUC) ist fur die PatientenV und VIII bei Steady-State-
Bedingungen die AUC_,4, flr die Ubrigen drei Patienten, die erstmalig Bisoprolol erhielten,
die AUCy. .. , ,CI/F“ ist die jeweils entsprechende orale Clearance (zur Berechnung s.
Abschnitt 2.4.4). Fur die Berechnung der dosisnormierten Exposition ,,AUC,.m“ wurden die
in dieser Tabelle angegebenen AUCs mit demselben Korrekturfaktor fir eine typische
korpergewichtsnormierte Dosis von 0,12 mg/kg freie Base Bisoprolol extrapoliert wie die
Konzentrationen in Abbildung 34 (s. Text zu Beginn von Abschnitt 4.4.2). Die in der zweiten
und dritten Spalte angegebenen Parameter erméglichen fir jeden der vier Patienten den
Vergleich der jeweils gemessenen AUC und Clearance mit den entsprechenden simulierten
Parametern. Die Angabe der dosisnormierten Exposition in der vierten Spalte ermoglicht
den Vergleich unter den Patienten.
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Patient VI (6,1 Jahre alt) erreicht d4hnliche Maximalkonzentrationen wie Patient Ill, jedoch zu
einem im Vergleich mit samtlichen tbrigen Profilen auffallig spaten Zeitpunkt (4,65 Stunden
nach Bisoprololgabe). Neben dieser besonders langsamen Absorption fallt auch ein im
Vergleich sehr steiler Abfall im Eliminationsteil auf. Die Halbwertszeit wurde mit 4,1 Stunden
berechnet, wobei der friiheste eingesetzte Wert 5,65 Stunden nach Gabe gemessen wurde

(s. Tabelle 20). Patient VI zeigte damit die schnellste Elimination im Patientenkollektiv.

Die Dosisnormierung hebt die besonderen Verhaltnisse im Fall des schwerkranken zehn
Monate alten Sauglings Patient VII hervor: Die Kurvenform unterscheidet sich deutlich von
allen Gbrigen Profilen. Die erreichten Konzentrationen liegen weit unter denen der anderen
Patienten zu entsprechenden Zeitpunkten, obwohl bereits vor dem Profiltag Bisoprolol
gegeben worden war und moglicherweise akkumuliert hatte. Das Ausmal} der Absorption
erscheint im Vergleich sehr gering; der gekrimmte Verlauf in der halblogarithmischen
Darstellung zumindest bis 4,70 Stunden nach Gabe deutet darauf hin, dass sie bis dahin

andauert. Fir eine Einschatzung der Elimination fehlen Daten zu spateren Zeitpunkten.

Wie bereits erwdahnt muss bei der Hohe der Konzentrationen bei Patient VIII (zwolf Tage alt)
Akkumulation beriicksichtigt werden. Die Halbwertszeit dhnelt mit 10,5 Stunden der der
13,8-Jahrigen (s. Tabelle 20), wohingegen die dosisnormierte Exposition deutlich niedriger
liegt (s. Tabelle 21). In diesen Parametern spiegelt sich somit die bereits in der graphischen

Darstellung augenfallige vergleichsweise geringe Absorption wider.

Um die bei diesem und bei einigen der Profile beobachtete vergleichsweise langsame
respektive spate Absorption einordnen und eine mogliche Altersabhangigkeit beurteilen zu
konnen, ist in Abbildung 36 das Lebensalter samtlicher in dieser Arbeit untersuchter
Patienten und Probanden tber dem jeweiligen Bereich fir das Maximum der Plasma-
konzentrationszeitkurve (tmax) aufgetragen. Der genaue Zeitpunkt fir tm.x wird durch den
gewahlten Blutentnahmezeitpunkt bestimmt und ist daher isoliert betrachtet nicht aussage-
kraftig. Daher wurde jeweils die Spanne zwischen den Zeitpunkten unmittelbar vor und nach
tmax angegeben, um das , wahre” t.x einzugrenzen. Auch diese Zeitpunkte sind willkirlich
durch den Untersucher gewahlt, sodass die Liangen der Zeitspannen nicht aussagekraftig
sind. Mogliche altersabhdngige Phanomene waren in dieser Darstellung in einer altersab-
hangigen Verschiebung der Lage der Zeitbereiche erkennbar. Abbildung 36 zeigt jedoch in
erster Linie eine groRe Variabilitdt der Daten ohne klare Hinweise auf eine Altersabhangig-
keit von tmax. Die vorliegenden experimentellen Daten bilden so einen ersten Hinweis darauf,
dass die Vorhersage einer Verschiebung des Kurvenmaximums zu friiheren Werten hin, die
das Modell fur die unteren Altersstufen macht (s. Abschnitt 4.3.4.1), moglicherweise nicht

generell zutrifft.
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Abbildung 36: Vergleich von t,,., zwischen den Profilen der Patienten und Probanden
Dargestellt sind flr samtliche Probanden und Patienten jeweils der Zeitpunkt vor und nach
dem Zeitpunkt der maximalen gemessenen Bisoprololkonzentration (,tn.x). Die Ordinate
zeigt das jeweilige Lebensalter; entsprechend ist die Legende nach dem Alter sortiert.
,Miura“ kennzeichnet den Literaturdatensatz von Miura et al. (s. Abschnitt 4.3.4.2),
,DUMBO” die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellten Patientenprofile.

= Einordnung der Informationen aus der dosisnormierten Darstellung

Die Gegeniberstellung der dosisnormierten Profile dient dem Ergebnistberblick. Aus ihr
wird insbesondere deutlich, dass das Profil von Patient VIl eine Sonderposition einnimmt; fur
diesen Fall ist davon auszugehen, dass die beobachtete Pharmakokinetik wesentlich durch

pathologische Vorgange bestimmt ist (s. Abschnitt 4.4.3.7).

Auf der Ebene der reinen Beschreibung der gemessenen Profile zeigen sich vielfach Ahnlich-
keiten zwischen den verschiedenen Altersstufen. Im Hinblick auf das mit den aktuellen
wissenschaftlichen Erkenntnissen erreichbare Verstandnis der zugrunde liegenden
Mechanismen besteht jedoch eine groRe Diskrepanz, die aus dieser Darstellung nicht
hervorgehen kann. Zur Einordnung der Ergebnisse ist daher der in den folgenden
Abschnitten vorgenommene Vergleich der Profile mit den individuellen Simulationen

wesentlich; die Diskussion der hier angesprochenen Aspekte folgt in Abschnitt 5.8.3.
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4.4.3 Vorstellung der einzelnen Profile und Simulationen

4.4.3.1 Bisoprololprofil Patient |

Patient | war mit 18,2 Jahren der alteste in die DuMBO-Studie eingeschlossene Patient.
KorpergrolRe und Body-Mass-Index lagen im mittleren Bereich der WHO-Perzentilen fiir das
entsprechende Alter (zwischen 25. und 75. Perzentile, s. Tabelle 19). Die Diagnosen sind in
Tabelle 22 aufgelistet. Die stationdare Aufnahme erfolgte zur Revision des implantierten
Herzschrittmachers Bisoprolol wurde angesetzt, um die Herzfrequenz des Patienten zu
senken, da diese mit einem Ruhewert von etwa 80 Schlagen pro Minute mit der Funktion

des Schrittmachers interferierte.

Tabelle 22: Diagnosen und Medikation Patient |

Diagnosen und Grund der stationdaren Aufnahme

Diagnosen - Trikuspidalatresie mit subvalvuldrer Pulmonalstenose (Zustand
nach mehreren Operationen)

- Sick-Sinus-Syndrom (Zustand nach Schrittmacherimplantation)

- Zustand nach Vena-Cava-Inferior-Thrombose und
Lebervenenthrombose

- Protein-C-Mangel
- Positives Lupusantikoagulans

Aufnahmegrund Herzschrittmacheraggregatwechsel und Neuimplantation
epikardialer Schrittmacherelektroden

Medikation (Dosierung, Applikationsart, Arzneistoff)

Medikation am Profiltag 1x5mg p. o. Bisoprololfumarat
1x10 mg p. o. Enalaprilmaleat
2x20mg p. o. Furosemid
1x3mg p. 0. Phenprocoumon

Vorangegangene keine

Bisoprololgaben

X" mit vorangestellter Zahl kennzeichnet die Anzahl der taglichen Gaben; ,p. 0.” ist kurz
flr perorale Applikation.

Es gab klinisch keine Hinweise auf eine Einschrankung von Leber- oder Nierenfunktion
(entsprechende Laborparameter wurden nicht bestimmt). Am Profiltag nahm der Patient
5 mg Bisoprololfumarat (4,25 mg freie Base) in Form einer schnell freisetzenden Tablette auf
leeren Magen mit etwa 250 ml Wasser ein und blieb bis zur ersten Mahlzeit 2,2 Stunden
nach Einnahme niichtern. Blutentnahmen erfolgten vor der Einnahme (,,null Stunden”) sowie
nach 1,67 /3,17 /5,00/7,00/9,00 /12,08 und nach 24,08 Stunden.
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Abbildung 37: Bisoprololprofil und Simulation Patient |

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlduterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt fir beide
Graphen.
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In Abbildung 37 ist das fiir Patient| resultierende Plasmakonzentrationszeitprofil nach
Bisoprololgabe zusammen mit der entsprechenden PBPK-Simulation dargestellt. Da der
Patient Bisoprolol zum ersten Mal eingenommen hatte, wurde fir den Zeitpunkt ,,null” (vor
Einnahme) eine Plasmakonzentration von 0,0 pug/l angenommen. Fir die Ubrigen sieben
Blutproben wurden Bisoprololkonzentrationen bestimmt, die mit 21,9 pg/l hochste davon
1,67 Stunden nach Einnahme. Fir die PBPK-Simulation wurde eine Einmalgabe von 4,25 mg
freier Base Bisoprolol in einer Population von 100 mannlichen Europdern mit Alter, GrofR3e
und Gewicht des Patienten (s. Tabelle 19) simuliert. Der Bereich zwischen 5. und 95.
Perzentile aller simulierten Plasmakonzentrationen schlieRt alle Messpunkte des Profils von

Patient | ein.

4.4.3.2 Bisoprololprofil Patient Il

Bei Patient Il handelte es sich um ein 13,8 Jahre altes Madchen mit altersentsprechend
durchschnittlicher GréRe (zwischen 25. und 50. Perzentile), aber einem erhohten Body-
Mass-Index (oberhalb der 97. Perzentile; s. Tabelle 19). Die Patientin war zur Abklarung
rezidivierender Synkopen stationar aufgenommen worden (s. Tabelle 23). Die Einstellung auf
Bisoprolol erfolgte, da Verdacht auf eine hypersympathikotone Dysregulation als Ursache
der Synkopen bestand. Uber die Synkopen hinaus zeigte die Patientin keinerlei kdrperliche
Beeintrachtigung und war in einem guten Allgemeinzustand. Es gab klinisch keinerlei Hinweis
auf eine Einschrankung von Leber- oder Nierenfunktion (entsprechende Laborparameter

wurden nicht bestimmt).

Tabelle 23: Diagnosen und Medikation Patient Il

Diagnosen und Grund der stationdaren Aufnahme

Aktuelle Diagnosen Rezidivierende Synkopen

Aufnahmegrund Erneute Synkope

Maedikation (Dosierung, Applikationsart und Arzneistoff)

Medikation am Profiltag 1x5mg p. o. Bisoprololfumarat

Vorangegangene Keine
Bisoprololgaben

X" mit vorangestellter Zahl kennzeichnet die Anzahl der taglichen Gaben; ,p. 0.” ist kurz
flr perorale Applikation.
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Abbildung 38: Bisoprololprofil und Simulation Patient Il

Dargestellt ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf nach peroraler Bisoprololgabe jeweils
durch gemessene und simulierte Werte (s. Text), einmal linear, einmal halblogarithmisch.
Die Simulationsergebnisse sind in grau dargestellt (Erlduterung zur Darstellung in Abschnitt
4.3.1). ,LLOQ" bezeichnet die untere Bestimmungsgrenze. Die genauen Blutentnahmezeit-
punkte sind durch Dreiecke auf der Abszisse gekennzeichnet; die Legende gilt flr beide
Graphen.
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Die Einnahme von Bisoprolol erfolgte in Form einer schnell freisetzenden Tablette auf
nlchternen Magen mit etwa 300 ml Wasser. Bis zur ersten Mahlzeit nach Einnahme
vergingen 2,2 Stunden. Blutproben wurden vor der Einnahme sowie 1,38 / 2,55/ 4,08/
6,15 /8,48 /11,53 und 23,47 Stunden danach entnommen.

Abbildung 38 zeigt das fur Patient|l resultierende Plasmakonzentrationszeitprofil nach
Bisoprololgabe zusammen mit der entsprechenden PBPK-Simulation. Da die Patientin erst-
malig Bisoprolo