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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kurzeinfiihrung

Unter einer Organtransplantation versteht man in der Medizin die Verpflanzung von
organischem Material; es kdonnen Organe von Menschen oder auch Tieren

transplantiert werden (World Health Organisation 2014; Hautmann 2010).

Derzeit befinden sich insgesamt 11.000 Patienten' in der Bundesrepublik
Deutschland auf der Warteliste fur eine Organtransplantation (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2014d; Eurotransplant International 2014). Zwei Drittel dieser
Patienten, also etwa 7500, bendtigen eine Nierentransplantation (Deutsche Stiftung

Organtransplantation 2014d).

Der Rest der Organtransplantationen sind Leber-, Herz-, Darm- und
Lungentransplantationen. Es wurden 970 Lebern transplantiert, davon 887 nach
postmortaler Spende und 83 nach einer Lebendspende (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2014b). Mit 313 transplantierten Organen sind etwas weniger
Herztransplantationen als in den Vorjahren durchgeflihrt worden (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2014a). Hingegen nahm der Trend bei
Lungentransplantationen mit 371 Fallen zu (Deutsche Stiftung Organtransplantation
2014c).

Lebendspenden haben den Vorteil gegenuber den postmortalen Spenden, dass die
Zeit der Minderdurchblutung des Organs (Ischamie) kurzer ist als bei postmortalen
Spenden und die Funktionstiichtigkeit der transplantierten Organe dadurch im
Verhaltnis hoher ist (Hautmann 2010; Krukemeyer und Lison 2006). Bei Nieren zum
Beispiel liegt die Funktionalitat des Transplantats nach Lebendspenden im
Verhaltnis zu postmortalen Spenden ca. 15 Prozentpunkte hoher (85 % vs. 70,5 %
Hautmann 2010; Deutsche Stiftung Organtransplantation 2014d; Fricke 2006).

T Im Rahmen dieser Arbeit wird aus Griinden der Lesbarkeit die mannliche Form benutzt. Es

kdnnen dabei aber sowohl mannliche als auch weibliche Personen gemeint sein.
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Der groRe Bedarf an Spenderorganen wird deutlich, wenn man die Anzahl an
Spenderorganen fur die Nierentransplantation auffihrt. Im Jahr 2013 wurden laut
Statistik von Eurotransplant in Deutschland 2.272 Nieren transplantiert; 1.547 nach
postmortaler Spende und 725 in einer Lebendspende (Deutsche Stiftung

Organtransplantation 2014d).

Das bedeutet, dass der Bedarf an Nierentransplantationen das Angebot an
Spenderorganen um das Dreifache (Deutsche Stiftung Organtransplantation 2014d)

Ubersteigt.

Die durchschnittliche Nierentransplantatsuberlebensrate betragt im Mittel 11 Jahre
(University of Heidelberg, Department of Transplantation Immunology 2012). Ein
Patient braucht so je nach Alter und Transplantat zwischen 2 und 3
Transplantationen im Leben. Hat demnach ein Patient einmal ein Spenderorgan
erhalten, sollte jede Anstrengung unternommen werden, um dieses Spenderorgan

maximal lange nutzen zu kdnnen.

In Deutschland wird aufgrund des Allgemeinzustands eines Patienten und anderer
Faktoren entschieden, ob dieser auf die Warteliste fur eine Organtransplantation
eingetragen werden darf. Es mussen Grunde fir und gegen eine solche Aufnahme

in die Warteliste dokumentiert werden (Transplantationsgesetz - TPG).

Die durchschnittliche Wartezeit auf ein Spenderorgan betragt in Deutschland derzeit
funf bis sechs Jahre (Deutsche Stiftung Organtransplantation 2014d). Viele
Patienten, die eine Niere transplantiert bekommen mussten, werden nach einiger
Zeit von der Warteliste geloscht, weil sich der klinische Zustand verschlechtert hat
und Grunde gegen den Verbleib auf der Warteliste sprechen (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2014d). Diese Patienten missen sich dann fur eine langere
Zeit einer Hamodialyse unterziehen, was fir sie selbst belastend und flir das
Gesundheitssystem ein Kostenfaktor ist (Kidney Disease Improving Global
Outcomes 2009).

Bei Nierentransplantierten Ubersteigen die Kosten einer Hamodialyse Uber den

Zeitraum von 2 Jahren denen einer Nierentransplantation (Laupacis et al. 1996) .Bei
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Leber- und Herztransplantationen versterben die Patienten haufig, bevor sie ein
geeignetes Organ transplantiert bekommen kénnen (Eurotransplant International
2014, Deutsche Stiftung Organtransplantation 2014b, 2014a).

Die Hauptproblematik jeder Organtransplantation ist die Immunreaktion der
Empfanger gegen das Transplantat. Die genetische Ausstattung jedes Individuums
ist unterschiedlich und die Oberflachenproteine MHC und HLA flhren zur T-
Zellaktivierung in den Empfangern (Shoskes und Wood 1994). Die ersten
erfolgreichen Transplantationen sind daher bei Zwillingen praktiziert worden, deren

genetische Ausstattung fast identisch ist (Merrill 1956; Vollmar und Gerbes 2005).

Fur den Empfanger besteht ein lebenslanges Risiko einer OrganabstoR3ung, die in
akute und chronische Absto3ungen des Transplantats unterschieden werden
(Medawar 1944, 1945). Fur den Patienten bedeutet das, dass er sich lebenslang
einer immunsuppressiven Arzneimitteltherapie unterziehen muss, um die
Abwehrreaktion des Korpers gegen das fremde Organ zu unterdriicken. Eine
vollstandige Immuntoleranz im Rahmen des Transplantationsprozesses gibt es bis

heute nicht.

Daher wird fur die Unterdruckung der Immunreaktion eine Kombinationstherapie
aus meist drei Immunsuppressiva wie Glukokortikoiden, Calcineurin-Inhibitoren
(Tacrolimus, Ciclosporin) und Mycophenolatmofetil (MMF) bzw. Antikorper gegen
den Interleukin-2-Rezeptor angesetzt (Kidney Disease Improving Global Outcomes
2009; Strassburg et al. 2008).
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1.2 Problemstellung

In den letzten Jahren hat Tacrolimus Ciclosporin als Immunsuppressivum der ersten
Wahl abgel6st und wird inzwischen weltweit in Erwachsenen und Kindern eingesetzt
(Webster et al. 2005; McAlister et al. 2006; Plosker und Foster 2000).

Es ist flr die Immunsuppression nach Organtransplantationen von Nieren, Lebern
und Herzen zuerst in den USA seit 1994 zugelassen worden (Food and Drug
Administration 2013).

Eine Uberprifung von Arzneistoffspiegeln von Tacrolimus vor der néchsten
Medikation (Talspiegel) im Rahmen eines Therapeutischen Drug Monitoring ist
essentielle klinische Routine (Kidney Disease Improving Global Outcomes 2009;
Kahan et al. 2002; McMaster et al. 1995), um den Patienten zu schitzen und das
Risiko einer Organabstof3ung zu minimieren. Zu hohe Talspiegel von Tacrolimus
bergen die Gefahr von Neuro- bzw. Nephrotoxizitat, zu geringe therapeutische
Vollblutspiegel die Gefahr von AbstoRungsreaktionen des Transplantats (Cosio et
al. 2007; Staatz 2001). Aufgrund der Kostenersparnis und der Handhabung des
Personals werden in der klinischen Praxis haufig nur Talspiegel von Tacrolimus

gemessen.

Ein wissenschaftlich fundierter Parameter zur Beschreibung der Tacrolimus-
Pharmakokinetik ist die Gesamtexposition (AUC).? Die Arzneimittelexposition von
Tacrolimus kann durch die KenngroRe ,Area under the Curve® (kurz: AUC, zu
Deutsch ,Flache unter der Kurve®) beschrieben werden (Cawello 1998). Sie ist das
Zeitintegral der Konzentrationen eines Arzneistoffs in einem physiologischen
Medium (Cawello 1998).

Die pharmakokinetischen Teilprozesse Absorption, Verteilung, Metabolismus und
Elimination haben direkten Einfluss auf diese pharmakokinetische Kenngrolie
(Cawello 1998). Das bedeutet, dass mit der Erfassung der Gesamtexposition auch

von Tacrolimus alle Eigenschaften bezlglich seiner Absorption, Verteilung, seines

2 |n dieser Arbeit wird der Begriff ,Flache unter der Kurve (AUC) und Gesamtexposition synonym
verwendet (Land 2006), solange nichts anderes ausdricklich erklart wird.
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Metabolismus und seiner Elimination angemessen erfasst und beschrieben werden

konnen.

Aufgrund des weltweiten Einsatzes von Tacrolimus sollte es zahlreiche
Untersuchungen uber seine Gesamtexposition in unterschiedlichen Ethnizitaten,
Transplantationstypen sowie Erwachsenen und Kindern geben. Auch der
besondere Einfluss des CYP3A5 Polymorphismus auf die Gesamtexposition von
Tacrolimus sollte inzwischen Aufschluss geben, ob er zu Unterschieden in der

Tacrolimus Exposition fihren kann.

Tacrolimus wird Uber die Enzyme des Cytochrom-Komplexes P4503A4 (CYP3A4)
und P4503A5 (CYP3A5) abgebaut, welche polymorph vorliegen (Sim 2014). Den
Wildtyp von CYP3ADS5 stellt das Allel CYP3A5*1/1 dar; die metabolische Aktivitat ist
normal ausgepragt und Individuen mit diesem Genotyp gehoéren zur Gruppe der
Expresser (Hesselink 2003; Dai et al. 2006). Die Enzymaktivitat des CYP3AS5 ist im
Genotyp CYP3A5*3/*3 um einen Faktor drei niedriger als im Wildtyp-Allel (Hesselink
2003; Dai et al. 2006; Jonge et al. 2013). Individuen mit dieser genetischen
Auspragung haben eine verminderte Enzymaktivitdt und gehdren zur Gruppe der

Nicht-Expresser.

Aufgrund des grollen Mangels an Spenderorganen und der klinischen
Notwendigkeit einer pharmakokinetisch gesteuerten Therapieuberwachung ist eine
systematische Ubersicht (iber die oben genannten Einflussfaktoren auf die
Gesamtexposition von Tacrolimus in den organtransplantierten Populationen
notwendig. Dartber hinaus gibt es aulder des klinischen Drug Monitorings auf der
Basis einer einzigen gemessenen Tacrolimuskonzentration keine Hilfsmittel, die es
erlauben, die Patienten zielgenau auf die notwendige Gesamtexposition von
Tacrolimus einzustellen. Die Patienten sollten mdglichst schnell und wenig invasiv
im therapeutischen Bereich eingestellt werden, damit Patienten mit einem
Spenderorgan eine effektive und sichere immunsuppressive Arzneimitteltherapie

dauerhaft erhalten.

10
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1.3 Fragestellung und Ziel

Im ersten Schritt dieser Doktorarbeit wird daher untersucht, inwieweit die Ethnizitat,
die Altersklasse, der Transplantationstyp und der Genotyp des CYP3AS Einfluss auf
die Arzneimittelexposition von Tacrolimus hatte. In einer systematischen
Literaturrecherche werden zunachst pharmakokinetische Studien mit Daten Uber
die Tacrolimus AUCss ermittelt und ausgewertet. Ein Vergleich nach den oben
genannten vier Kriterien wird anhand einer dosisnormierten AUCss vorgenommen.
Daraufhin wird in einer Meta-Analyse die Bedeutung des Einzelnukleotid-
Polymorphismus auf die AUCss bei nierentransplantierten erwachsenen und

padiatrischen Patienten untersucht.

Im zweiten Schritt wird ein Ansatz gewahlt, dieses aus der Literatur bekannte
Wissen in Form eines Vorhersage-Tools flr die klinische Praxis verfugbar zu
machen. Dazu wird die in silico-Software Simcyp® benutzt, um ein
physiologiebasiertes pharmakokinetisches Modell unter Bertcksichtigung des
Einzelnukleotid-Polymorphismus von Tacrolimus in gesunden Erwachsenen zu
entwickeln. Dieses kann durch Vorhersage der Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurven
die Gesamtexposition (AUC) der jeweiligen Patienten im Voraus berechnen und
dadurch Therapieentscheidungen der immunsuppressiven Arzneimitteltherapie
absichern. Patienten, denen ein passendes Spenderorgan transplantiert wird,
kdnnen dann schneller und sicherer solche Konzentrationsbereiche von Tacrolimus
erreichen, die fur die lebensnotwendige immunsuppressive Medikation unabdingbar

sind.

11
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2 Systematische Literaturrecherche und Meta-Analyse
2.1 Einleitung

2.1.1 Hintergrund und Problemstellung

Die Bezeichnung Area under the Curve (AUC) beschreibt die Flache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve eines Arzneimittels (Cawello 1998). Sie stellt die
pharmakokinetische KenngroRe dar, die die Bioverfligbarkeit eines Arzneimittels
charakterisiert (Cawello 1998) und eine Beurteilung der Gesamtexposition eines
Arzneimittels ermdglicht. Die AUC ist proportional zu der bioverfligbaren Menge des
Wirkstoffs.

Tacrolimus
Konzentration [ng/mL]

Zeit [h]

Abbildung 1 Gesamtexposition eines Arzneimittels
Dargestellt ist die ,Flache unter der Kurve“ (AUC) nach einer intravenésen Applikation (gelb)

und nach einer peroralen Applikation (griin). Die Flache stellt das Zeitintegral der gemessenen
Konzentrationen eines Arzneimittels dar.

Per definitionem betragt die Bioverfugbarkeit nach intravendser (IV) Applikation
100 %. Bei peroraler (PO) Gabe von Arzneimitteln kann die Bioverflugbarkeit der
intravenosen entsprechen, wenn die AUCpo und die AUCiv gleich grof3 sind (Cawello
1998).

12
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Zur Berechnung der AUC wird das Konzentrations-Zeit-Profil nach der jeweiligen
Applikationsart gemessen. Die lineare Trapezregel ermadglicht die Bestimmung des

pharmakokinetischen Parameters (Cawello 1998).

Aus Formel 1 (Cawello 1998) kann man entnehmen, dass die pharmakokinetischen
Prozesse Absorption, Distribution, Metabolismus und Exkretion (ADME) Einfluss

auf die Gesamtexposition haben.

AUC = ’;—D e Formel 1

AUC = Gesamtexposition, f = Bioverfiigbarkeit, Cl = Clearance, D = Dosis, k. = Eliminationskonstante,
Va=Verteilungsvolumen

In die Bioverfligbarkeit gehen maldgeblich Absorptionsprozesse ein, die mit den
physikochemischen Eigenschaften des Wirkstoffs zusammenhangen und von
physiologischen und anatomischen Gegebenheiten beeinflusst werden (Jamei et al.
2009).

Das Ausmal der Gesamtexposition des Arzneimittels korreliert mit der Dosierung

des jeweiligen Wirkstoffs.

Die Clearance eines Arzneimittels stellt das Blutvolumen dar, welches von einem
Arzneistoff innerhalb einer definierten Zeit befreit wird. Sie setzt sich aus dem
Produkt des Hybrid-Parameters der Eliminationskonstante und dem
Verteilungsvolumen eines Arzneimittels zusammen. Nach funf
Eliminationshalbwertszeiten wird definitionsgeman die AUCss im
Gleichgewichtszustand erhalten, die mit der AUC nach einer Einzeldosierung in
folgender Weise korreliert (Cawello 1998):

AUCss(O—t) = AUCsingle—dose (0—0) Formel 2

AUCss(0-1) = Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve im Flief3gleichgewicht (Steady-State) unter dem
Zeitintervall t; AUCsingle-dose (0-0) = Fldche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von 0 bis unendlich nach

einer Einzeldosierung.

13
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2.1.2 Tacrolimus Pharmakokinetik und seine Bedeutung fiir die
klinische Praxis

Das Universitatsklinikum Dusseldorf hat im Jahre 2006 eine Klinikanfrage an das

Institut fur Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie der Heinrich-Heine-

Universitat in Dusseldorf gestellt (Sumner et al. 2006).

Hintergrund der Anfrage war ein 18-jahriger mannlicher Patient mit einer allogen-
verwandten Stammzelltransplantation bei frihem Rezidiv einer akuten myeloischen

Leukamie.

Dieser Patient wurde aufgrund zunehmender Atemnot, Husten und
Verschlechterung seines Allgemeinzustands stationar aufgenommen. Bei
Einlieferung und zweimal wahrend seines stationaren Aufenthalts stiegen die
Tacrolimus-Spiegel Uber den therapeutischen Bereich (Kidney Disease Improving
Global Outcomes 2009) von 5 bis 15 ng/mL an.

Der Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus ist ein Substrat fir das P-Glykoprotein und das
CYP3A4, die im Dinndarm und in der Leber vorwiegend fir den Metabolismus
verantwortlich sind (Wallemacq und Verbeeck 2001; Undre et al. 1994; Iwasaki et
al. 1993; Iwasaki et al. 1995). P-Glykoprotein sorgt als Transportprotein Uber eine
Effluxpumpe daflr, dass Arzneistoffe wie Tacrolimus vor der Absorption aus der
Zelle transportiert werden. Der Wirkstoff Voriconazol gehort zur Wirkstoffklasse der
Antimykotika und ist ein Inhibitor des P-Glykoproteins und des CYP3A4
(Theuretzbacher et al. 2006).

Ein Zusammenhang zwischen der Einnahme von Voriconazol und des Anstiegs des
Vollblutspiegels von Tacrolimus konnte anhand der Labordiagnostik vermutet
werden. Durch Hemmung des CYP3A4 und moglicherweise auch des P-
Glykoproteins sind die Talspiegel von Tacrolimus Uber das Doppelte in den
toxischen Bereich angestiegen. Toxische Talspiegel von 25 ng/mL korrelieren mit
Unerwilnschten Arzneimittelwirkungen (Laskow et al. 1998). Dieses Beispiel zeigt
die Bedeutung des klinischen Drug Monitorings flr eine sichere und wirksame
Einstellung des Patienten nach einer Organtransplantation mit Tacrolimus und zeigt

damit auch die Notwendigkeit als Basis daflir entsprechende pharmakokinetische
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Hintergrundinformationen wie z.B. eine Gesamtexposition von Tacrolimus in der

Population zu kennen.

Aufgrund des weitverbreiteten Einsatzes von Tacrolimus bei Erwachsenen und
Kindern sind demnach pharmakokinetische Informationen als Basis fur die
Therapieeinstellung fur den sicheren Einsatz von Tacrolimus erforderlich.
Vermutlich gibt es aber schon Untersuchungen in unterschiedlichen Ethnizitaten,
Transplantationstypen sowie Erwachsenen und Kindern und diese Informationen
mussen damit nur Ubersichtlich zusammengestellt werden. Die haufigsten
Transplantationstypen sind sicherlich Nieren-, Leber- oder Herztransplantationen
(Deutsche Stiftung Organtransplantation 2014d, 2014b, 2014a) und sollten

deswegen auch im Fokus der Betrachtung stehen.
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2.1.3 Bedeutung der Pharmakogenomik fiir die Tacrolimus
Pharmakokinetik

Pharmakogenomische Polymorphismen konnen Einfluss auf die pharmako-

kinetischen und die pharmakodynamischen Teilprozesse nehmen (s. Abbildung 2).

Erhoht ?

“Pramakounein Pramakosyami

Konzentration vs. Zeit Effekt vs. Konzentration

Erniedrigt ?

R Drug Concemratnon

Einfluss
Einzelnukleotid-
Polymorphlsmus

Abbildung 2 Einfluss der Pharmakogenomik auf die Pharmakokinetik und
die Pharmakodynamik eines Arzneistoffs

Dargestellt ist die Beziehung zwischen Dosis, Konzentration und Wirkung.
Pharmakogenomische Einfliisse kdnnen zu Genvarianten von z.B. metabolisierenden
Enzymen wie dem CYP2C19 fiihren und auf die pharmakokinetischen Prozesse der
Thrombozytenaggregationshemmung von Clopidogrel Einfluss nehmen oder z.B. beim
ADRB2 — Rezeptor bei der Gabe von Albuterol, der sich in einer unterschiedlich hohen
Bronchodilatation auswirkt.
Schon Hippokrates hat vor 25 Jahrhunderten festgestellt: ,Es ist wichtiger zu
wissen, welche Person eine Krankheit hat als zu wissen, welche Krankheit eine
Person hat!” (Pohlenz 1938). Das interindividuelle Ansprechen einer
Arzneimitteltherapie bei gleichen klinischen Symptomatiken kann durch die
pharmakokinetischen Prozesse (Absorption, Distribution, Metabolisierung und
Exkretion) und die darauf folgenden pharmakodynamischen Prozesse (Ziel,

Wirkmechanismus und Arzneimittelantwort) erklart werden.
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Der Metabolismus eines Arzneimittels ist aus pharmakogenomischer Sicht der
wichtigste Prozess, weil etwa 80 % der genetisch bekannten Biomarker
metabolisierende Phase-I- und Phase-lI-Enzyme sind (European Medicines
Agency, CHMP 2014). Einzelnukleotid-Polymorphismen (,Single nucleotide
polymorphisms®, SNPs) sind durch eine Basenpaar-Substitutionsmutation der
DNS gekennzeichnet (Evans und Cardon 2004). Ihre Pravalenz in der
Bevolkerung betragt mindestens 1 % (Evans und Cardon 2004). Andere Arten von
SNP sind charakterisiert durch Insertionen und Deletionen in der DNS-Sequenz
(Evans und Cardon 2004). Das Cytochrom P450 sorgt flr den gréf3ten Anteil an

oxidativer Biotransformation von Xenobiotika (Evans und Cardon 2004).

Polymorph veranderte Enzyme konnen zu einer erhdhten oder erniedrigten
Clearance von Wirkstoffen bzw. dessen Metaboliten fuhren oder zu einer erhdhten
oder erniedrigten Umsetzung eines Prodrugs oder aber eine erhohte bzw.
erniedrigte Umsetzung des Wirkstoffs in toxische Metabolite hervorrufen (European
Medicines Agency, CHMP 2014).

Beispiele sind in der Literatur zahlreich vorhanden. Eichelbaum et al. haben 1975
den Defekt in der N-Oxidation des Sparteins beschrieben (Eichelbaum et al. 1986).
Ein Patient mit einem SNP zeigte um 20 % verminderte Werte fur die Gesamt-

Clearance im Verhaltnis zu anderen Patienten auf (Eichelbaum et al. 1986).

Lennard et al. berichteten 1983 fur die perorale Gabe des selektiven [1-
Adrenorezeptorenblockers Metoprolol Uber Unterschiede im Metabolismus in
Abhangigkeit vom CYP2D6-Genotyp. Sie unterteilten die Bevdlkerung je nach
Genotyp in langsame (poor) und schnelle (ultrarapid) Metabolisierer (PM und URM)
(Lennard et al. 1983).

Codein kann bei CYP2D6-veranderten Genotypen nicht ausreichend in Morphin
umgesetzt werden und unter Umstanden seine analgetische Wirkung nicht stark

genug entwickeln (Fagerlund und Braaten 2001).

Beim Protonenpumpenhemmer Omeprazol steht das CYP2C19 in Zusammenhang
mit einem vom Genotyp abhangigen Metabolismus und damit der Uberfiihrung
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eines Prodrugs in seine aktive Wirkform (Sugimoto et al. 2014).

Das Antitussivum Dextrometorphan fuhrt bei langsamen Metabolisierern Uber
CYP2D6 vermehrt zu Unerwilnschten Arzneimittelwirkungen in Form von
Halluzinationen,  Verwirrtheitszustanden und im schlimmsten Fall zu
Atemdepression, wie sie insbesondere bei der padiatrischen Population schon zu

schlimmen Vergiftungsfallen geflhrt hat (R6hm et al. 2009).

Der Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus wird Uber die Monooxygenasen Cytochrom
P4503A4 (CYP3A4) und Cytochrom P4503A5 (CYP3A5) im Darm und in der Leber
metabolisiert, welche beide polymorph vorliegen (Sim 2014; Ilwasaki et al. 1995).
Das CYP3A4 ist ein Isoenzym der Cytochrom-P450-Superfamilie und kommt

mengenmalig am meisten in der Leber vor.

Es ist am Metabolismus zahlreicher Arzneimittel — ca. 40 % der Arzneistoffe
(Anzenbacher und Anzenbacherova 2001) — und an vielen Arzneimittelinteraktionen
beteiligt.

Derzeit sind mehr als 44 unterschiedliche Genotypen dieses Enzyms bekannt (Sim
2014), die sich teilweise in ihrer Aktivitat unterscheiden, wie z. B. das CYP3A4*22,
welches uber eine verminderte Enzymaktivitat verfugt (Sim 2014).

Das CYP3AS5 ist ein Isoenzym der Cytochrom-P450-Superfamilie und kommt im
Dunndarm und in der Leber vor. Aktuell sind mehr als 26 unterschiedliche
Genotypen des Enzyms bekannt (Sim 2014).

Der Polymorphismus CYP3A5*3 fuhrt an der Position 6986 zu einem
Basenaustausch von Adenin zu Guanin (Sim 2014). Das fuhrt zu einem Spleif3fehler
und endet in einem Stoppcodon. Homozygote CYP3A5*3/*3-Trager haben eine
verminderte Enzymaktivitat, wahrend heterozygote CYP3A5*1/*3-Trager Uber eine

normale Enzymaktivitat verfigen (Hesselink 2003).

Die Gesamtmenge an Enzym kann bis zu dreifach erhdht sein in heterozygoten
Genotypen und dem homozygoten CYP3A5*1/*1-Genotypen (Dai et al. 2006). Die
Verteilung des homozygoten CYP3A5*3/*3 betragt bei Kaukasiern 80 %, wahrend
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etwa 15 % heterozygot sind (Roy et al. 2005); der homozygote Wildtyp
(CYP3A5*1/*1) kommt in der kaukasischen Bevdlkerung unter 5 % vor. Je nach
Genotyp wird die Population in Expresser (CYP3A5*1/*1 bzw. CYP3A5*1/*3) und
Nicht-Expresser (CYP3A5*3/*3) eingeteilt. Die Genotypen flihren zu einer anderen
Dosierungsempfehlung wahrend der Arzneimitteltherapie (Hesselink 2003; Jonge
et al. 2013).

2.1.4 Bedeutung der Gesamtexposition von Tacrolimus bei
Organtransplantationen
In der klinischen Praxis werden haufig nur Talspiegel von Tacrolimus aufgrund der

Kostenersparnis und der Handhabung des klinischen Personals gemessen.

Ringe et al. (2001) und Laskow et al. (1998) konnten zeigen, dass eine Korrelation
zwischen Talspiegeln und der AbstolRung eines Organs besteht. Bei Talspiegeln
unter 5 ng/mL kam es bei 30 % der Nierentransplantationen zu AbstoRungen,
Talspiegel uber 25 ng/mL gehen in der Regel mit toxischen Erscheinungen einher
(Laskow et al. 1998).

Bei Korrelationskoeffizienten zwischen  Tacrolimus-Talspiegeln und der
Gesamtexposition (AUC) mit einem Bestimmtheitsmaf (R?) zwischen 0,11 und 0,92
wird immer wieder in Frage gestellt, ob die pharmakokinetische Uberwachung von
Tacrolimus alleine durch Talspiegel erfolgen kann (Laskow et al. 1998). Die als
Standard herangezogene Gesamtexposition weist in Untersuchungen an z.B.
lebertransplantierten Patienten mit nach 4 h gemessenen
Tacrolimuskonzentrationen eine bessere Korrelation auf als mit dem Tacrolimus
Talspiegel (Wong et al. 2000).

Auch eine Studie an nierentransplantierten Patienten berichtete ebenfalls tber eine
bessere Korrelation  zwischen nach  2h bzw. 4h  gemessenen
Tacrolimuskonzentrationen zum Standard einer Gesamtexposition als im Vergleich

zu Talspiegeln (Wong et al. 2000).
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In der Literatur gibt es bisher zwei groRere systematische Ubersichtsarbeiten, die

Informationen Uber die Gesamtexposition als AUC gemessen auflisten.

Venkataramanan et al. (1995) hat als erstes einen klinischen Review veroffentlicht.
Dabei hat er seine Ubersicht in padiatrische und erwachsene Studien aufgeteilt, ist
aber nicht systematisch hinsichtlich der Ethnizitdt und der Pharmakogenomik

vorgegangen.

Staatz et al. (2004) hat die pharmakokinetischen Kenngrofden von Tacrolimus
aktualisiert und die Pharmakodynamik bzw. Pharmakogenomik von Tacrolimus
einbezogen. Es gibt noch eine Studie von Mancinelli et al. (2001), die die
Gesamtexpositionen von Tacrolimus in drei unterschiedlichen Ethnizitaten (Afro-
Amerikaner, Lateinamerikaner und Kaukasiern) gesunder Probanden vergleicht. In
einigen anderen Studien wird die AUC in einem Zeitintervall je nach Studiendesign
gemessen. Es fehlt aber eine Ubersichtsarbeit, die die Gesamtexposition von
Tacrolimus in organtransplantierten Patienten unterschiedlicher Ethnizitat,
Transplantationsart bzw. der Altersklasse und der Pharmakogenomik differenziert
und beurteilt.

Wenn man demnach weitere Erkenntnisse Uber Einflussfaktoren auf eine
Tacrolimustherapie in Organtransplantierten Patienten weltweit gewinnen madchte,
sollte man demnach Informationen Uber den Standardparameter der Tacrolimus
Pharmakokinetik, die Gesamtexposition von Tacrolimus, sammeln und
systematisch zusammenstellen und dabei Studien Uber singular gemessene
Tacrolimuskonzentrationen nicht berucksichtigen.

Aufgrund des groRen Mangels an Spenderorganen und der Kklinischen
Notwendigkeit einer pharmakokinetisch gesteuerten Therapielberwachung ist eine
systematische Ubersicht Uber Einflussfaktoren auf die Gesamtexposition von

Tacrolimus in einer Organtransplantierten Population notwendig.
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2.2 Fragestellung und Ziel

Es wurde eine systematische Literaturrecherche durchgefihrt mit dem Ziel, die
Tacrolimus-Gesamtexpositionen zu ermitteln und vier bedeutende Einflusskriterien
wie Ethnizitat, Altersklasse, Transplantationstyp und genetische Subgruppen von

Expressern und Nicht-Expressern fur CYP3AS zu beschreiben.
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2.3 Methoden
2.3.1 Systematische Literaturrecherche

2.3.1.1 Literatursuche und Suchstrategie

Die Literaturrecherche richtet sich nach den Empfehlungen gemafl dem PRISMA-
Statement, das flir das Erstellen von systematischen Literaturrecherchen und Meta-
Analysen einen strukturierten Leitfaden mitsamt Kommentaren erstellt hat (Liberati
et al. 2009; Moher et al. 2009) und wurde modifiziert.

Sie wurde in den elektronischen Literaturdatenbanken MEDLINE (PubMed) und
EMBASE (DIMDI) gleichermal3en durchgefuhrt bis Februar 2014.

Die Wahl fiel aus zwei Grinden auf diese beiden elektronischen Datenbanken: In
ihnen wurden zahlreiche pharmakokinetische Daten veroffentlicht und das
,Cochrane Handbook for Systematic Reviews® (Higgins 2010) empfiehlt

systematische Literaturrecherchen in mindestens diesen beiden Datenbanken.

Der letzte Suchvorgang wurde am 10. Februar 2014 vorgenommen. Es wurden die
in Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgefiihrten Suchbegriffe flr die Literatursuche

verwendet.

Keine weiteren Suchbegriffe wurden definiert, um die Anzahl der Treffer nicht weiter
einzuschranken. Fur die Literatursuche wurden keine Limitationen bezuglich der

Sprache, des Publikationsstatus oder der Studienpopulation definiert.
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Tabelle 1 Suchstrategie in MEDLINE (PubMED)

Medical Subject Headings und Suchbegriffe im Titel/Abstract

#1
#2

#3

#4

#5

""tacrolimus""[MeSH Terms]) OR tacrolimus|[Title/Abstract]) OR

fk506ITitle/Abstractl) OR fk-506ITitle/Abstractl) OR fk 506[Title/Abstractl"
""tacrolimus/pharmacokinetics"'[MeSH Terms]) OR Drug Kinetics[Title/Abstract])

OR Kinetics,Drugs[Title/Abstract]) OR Toxikinetics[Title/Abstract]) OR
pharmacokinetics[MeSH Terms]) OR pharmacokinetic*[Title/Abstract]"
""pharmacogenetics"'[MeSH Terms]) OR pharmacogenetics[Title/Abstract]) OR
pharmacogenomics[Title/Abstract]) OR ""cytochrome p 450 cyp3a™'[MeSH Terms])
OR cytochrome p 450 cyp3a[Title/Abstract]) OR ""p glycoprotein"™'[MeSH Terms])
OR p glycoprotein[Title/Abstract]"

""adult"'[MeSH Terms]) OR adult*[MeSH Terms]) OR ""pediatrics"'[MeSH Terms])
OR paediatric*[Title/Abstract]) OR pediatric*[Title/Abstract]) OR ""infant"'[MeSH
Terms]) OR infant*[Title/Abstract]) OR newborn*[Title/Abstract]) OR
toddler*[Title/Abstract]) OR preschool child*[Title/Abstract]) OR school
child*[Title/Abstract]) OR ""adolescent"'[MeSH Terms]) OR
adolescent*[Title/Abstract]"

#1 und #2 und #3 und #4

#5

Tabelle 2 Suchstrategie in EMBASE (DIMDI)

Medical Subject Headings und Suchbegriffe im Titel/Abstract

#1
#2

#3

#4

#5
#7

""tacrolimus"'[MeSH Terms]) OR tacrolimus[Title/Abstract]) OR
fk506][Title/Abstract]) OR fk-506[Title/Abstract]) OR fk 506[Title/Abstract]"
""tacrolimus/pharmacokinetics"'[MeSH Terms]) OR Drug Kinetics[Title/Abstract])

OR Kinetics,Drugs|[Title/Abstract]) OR Toxikinetics[Title/Abstract]) OR
pharmacokineticsfMeSH Terms]) OR pharmacokinetic*[Title/Abstract]"
""pharmacogenetics"'[MeSH Terms]) OR pharmacogenetics[Title/Abstract]) OR
pharmacogenomics[Title/Abstract]) OR ""cytochrome p 450 cyp3a™'[MeSH Terms])
OR cytochrome p 450 cyp3a[Title/Abstract]) OR ""p glycoprotein"'[MeSH Terms])
OR p glycoprotein[Title/Abstract]"

""adult"'[MeSH Terms]) OR adult*[MeSH Terms]) OR ""pediatrics"'[MeSH Terms])
OR paediatric*[Title/Abstract]) OR pediatric*[Title/Abstract]) OR ""infant"™'[MeSH
Terms]) OR infant*[Title/Abstract]) OR newborn*[Title/Abstract]) OR
toddler*[Title/Abstract]) OR pre school child*[Title/Abstract]) OR school
child*[Title/Abstract]) OR "adolescent"'[MeSH Terms]) OR
adolescent*[Title/Abstract]"

#1 und #2 und #3 und #4

#5

NOT SU = MEDLINE
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2.3.1.2 Ein-und Ausschlusskriterien

Die pharmakokinetischen Studien wurden in die Auswertung eingeschlossen, wenn

sie die folgenden Einschlusskriterien erfullten:

Pharmakokinetische Studien, die Daten Uber die AUC im Steady-State
(AUCss) in Form von berechneten Werten bzw. Vollblutkonzentrations-Zeit-
Profilen enthielten, die eine Berechnung mittels der linearen Trapezregel
ermoglichten. Die AUCss innerhalb eines Zeitintervalls t nach einer
Mehrfachdosierung bzw. die unendliche AUCo-- nach einer Einzeldosierung
(s. Kapitel 2.1.1) waren flr die weitere Auswertung geeignet. Das
Flielgleichgewicht (Steady-State) von Tacrolimus wird nach etwa 7 Tagen
erreicht, weil die Eliminationshalbwertszeit von Tacrolimus bei 35 h liegt und
man per definitionem annimmt, dass 5 Halbwertszeiten zum Erreichen des
Steady-State-Zustands von Arzneimitteln in Menschen bendtigt werden. Die
Mindestdauer der Applikation von Tacrolimus in den Studien musste 7 Tagen

entsprechen.

Tacrolimus sollte auf peroralem Wege appliziert worden sein. Dies liegt
daran, dass die meisten Daten Uber diesen Applikationsweg bestehen und
eine Vergleichbarkeit der AUCss-Werte im Vordergrund steht. Zudem handelt
es sich bei der peroralen Anwendung um die in der Praxis haufiger

verwendete Administration.

Die Messung der pharmakokinetischen Kenngrof3e in den Studien sollte nach
mindestens einem Monat oder nach langerer Zeit nach der
Organtransplantation erfolgen, damit die Funktionalitdt des Organs nach
Transplantation voll ausgepragt war und die Variabilitat der Werte geringer

ausfiel.

Es wurden nur pharmakokinetische Studien eingeschlossen, die auf einem
primar auf Tacrolimus basierenden Immunregime bestanden, um eine

Vergleichbarkeit der Einflisse der Komedikation zu erhalten.
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Pharmakokinetische Studien, die fir die genetischen Subgruppen der
Expresser- und Nicht-Expresser-Gruppe einzelne Gesamtexpositionen

berechnet bzw. gemessen hatten, wurden mit bertcksichtigt.

Tacrolimus wurde nach einer einzelnen Organtransplantation als

Immunsuppressivum verwendet.
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Studien, auf die folgende Kriterien zutrafen, wurden von einer weiteren Analyse

ausgeschlossen:

- Fallberichte und Fallserien, in denen keine genauen Angaben Uber die

Gesamtexposition von Tacrolimus enthalten waren

- Arzneimittelinteraktionsstudien zwischen Tacrolimus und einem anderen
Wirkstoff

- Untersuchungen an gesunden Freiwilligen (Healthy Volunteers)

- Tacrolimus wurde fur andere Erkrankungen (z.B. Psoriasis, Morbus Crohn)

verwendet als zu einer Organtransplantation.
- Studien Uber multiple Transplantationen mehrerer Organe.

- Abstracts pharmakokinetischer Studien, die keine ausreichenden

Informationen Uber die AUCss enthielten

- Literaturquellen, die unvollstandige Daten fur die Berechnung einer AUCss
bereit stellten und bei denen eine Extrapolation der AUC nicht moglich war.

- Pharmakokinetische Literatur auf der Basis von Talspiegel-Messungen

Die Auswahl der einzuschlieRenden pharmakokinetischen Studien wurde
unabhangig voneinander von zwei Wissenschaftlern getroffen und Unstimmigkeiten

wurden dann durch Konsensus ausgeraumt.

Es wurde Citavi® Version 4 benutzt, um die meisten Duplikate der beiden
Literaturdatenbanken zu Idschen. Ubrig gebliebene Duplikate wurden unter
Betrachtung der Abstracts herausgefiltert. Die Volltextartikel wurden gelesen, um

geeignete pharmakokinetische Studien zu identifizieren.

Die Ubersicht der Literaturrecherche wurde im Flussdiagramm des PRISMA-
Statements festgehalten (Liberati et al. 2009; Moher et al. 2009)
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2.3.1.3 Datenextraktion

Die pharmakokinetischen Studien, die den Einschlusskriterien aus 2.3.1.2
entsprachen, wurden Uberpruft. Die Arzneimittelexposition von Tacrolimus im
Steady-State war die primare Grdle, die zur Berechnung der dosisnormierten AUC
notwendig war (den Buijsch, Robert AM Op et al. 2007). Die in den
pharmakokinetischen Studien enthaltenen Daten entsprachen nicht den
Einzelprofilen bzw. Originaldaten jedes einzelnen Patienten, sondern einem
Mittelwert der Studienpopulation. Nach der Reihenfolge der Punkte wurden
folgende Daten aus den eingeschlossenen Studien extrahiert und deskriptiv
analysiert:

1. Es wurde die Ethnizitat der Studienpopulation ermittelt (Asiaten oder
Kaukasier), weil die genetische Pradisposition des Einzelnukleotid-
Polymorphismus in unterschiedlichen Populationen eine andere Verteilung
zeigt (CYP3AS5*3/*3 bei Kaukasiern zu 80 % gegenuber anderen Asiaten mit
45 %) (Roy et al. 2005).

2. Der Transplantationstyp wurde in die drei Haupttransplantationsorgane
Niere, Leber und Herz eingeteilt, fur die die Hauptzahl der

pharmakokinetischen Studien publiziert war.

3. Die Altersklasse der Studienpopulation wurde nach Erwachsenen und
Kindern aufgeteilt, weil eine weitere Aufteilung der Kinder — wie sie nach der
ICH-Klassifikation erfolgt (ICH 2000) — aufgrund der kleinen Anzahl der

Kinder in den einzelnen Altersgruppen nicht ndher erfolgen konnte.

4. Das mittlere Alter der Studienpopulation in Jahren gab Auskunft Gber die
Vergleichbarkeit der Studienpopulationen untereinander in Abhangigkeit von

der physiologischen anatomischen Entwicklung.

5. Die immunsuppressive Begleitmedikation war fir die Bewertung der
Therapieregime auf den klinischen Stationen notwendig, weil sie je nach
Klinik variieren kann, aber Einfluss auf die Gesamtexposition von Tacrolimus
nehmen kann; Glukokortikoide sind CYP3A4-Induktoren und bewirken einen

schnelleren Abbau von Tacrolimus (Anglicheau et al. 2003) .
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2.3.2 Dosisnormierte Gesamtexposition

Die eingeschlossenen pharmakokinetischen Studien enthielten Mittelwertdaten und
Standardabweichungen der Arzneimittelexposition im Steady-State von Tacrolimus

in transplantierten Patienten.

Um eine Vergleichbarkeit der Werte zu erreichen, wurden die Mittelwerts- und

Standardabweichungsdaten gegen die Morgendosierung von Tacrolimus normiert.

Die Dosisnormierung wurde wie folgt berechnet:

AUCy—;
dose

Dosisnormierte AUC,_; = Formel 3

AUCo-t = Flache unter der Kurve vom Zeitraum 0 bis zum Zeitpunkt t [ng-h/mL]; dose = morgendliche
Gabe von Tacrolimus [pg/kg] (den Buisch, Robert AM Op et al. 2007)

SD
dose

Dosisnormierte SD = Formel 4

SD = Standardabweichung des Mittelwerts aus Formel 2 [ng-h/mL]; dose = morgendliche perorale
Gabe von Tacrolimus [ug/kg] (den Buijsch, Robert AM Op et al. 2007)
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2.3.3 Dokumentation und Darstellung der dosisnormierten AUC

Die mit Hilfe der Formeln 3 und 4 berechneten dosisnormierten AUCss wurden an
Hand der unterschiedlichen Studienpopulationen in acht Gruppen eingeteilt (s.
Abbildung 4):

- Nierentransplantierte asiatische Erwachsene

- Nierentransplantierte asiatische Kinder

- Nierentransplantierte kaukasische Erwachsene
- Nierentransplantierte kaukasische Kinder

- Lebertransplantierte kaukasische Erwachsene
- Lebertransplantierte kaukasische Kinder

- Herztransplantierte kaukasische Erwachsene

- Herztransplantierte kaukasische Kinder

Die Literaturdaten bestanden aus Mittelwerten und Standardabweichungen fur die
jeweilige Studienpopulation. Patientenindividuelle Rohdaten fehlten und waren nicht
zuganglich; eine Berechnung der Standardabweichung war fir den
Gesamtmittelwert nicht mdglich. Bei den padiatrischen Studien lagen
patientenindividuelle Einzeldaten vor. Hier sind die Standardabweichungen

berechnet worden.

Die Daten der pharmakokinetischen KenngroRe AUCss werden besser durch eine
logarithmische Normalverteilung beschrieben als durch eine

Standardnormalverteilung (Cawello 1998).

Infolge der mangelnden Einzeldaten konnten die Daten nicht logarithmisch
transformiert werden und es wurde eine Normalverteilung angenommen, um mit

dem Random-Effects-Modell die Daten auswerten zu konnen.
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2.3.4 Meta-Analyse der genetischen Subgruppen

In der Arzneimittelforschung und der Arzneimitteltherapie bildet die Meta-Analyse
einen wichtigen Eckpfeiler und kann die bestmdgliche Behandlungsstrategie
basierend auf den besten empirischen Daten herausfinden (Moher et al. 2009;

Borenstein et al. 2011).

Pharmazeutische Firmen machen sich dieses Werkzeug beim Nachweis der
Wirksamkeit eines neuen Arzneimittels zunutze, indem sie zahlreiche Studien zur
Wirksamkeit durchfuhren und mit Hilfe einer Meta-Analyse die Wirksamkeit als
einen Effekt betrachten und damit eine grélRere Prazision bei der Ermittlung des

wahren Effekts erzielen (Borenstein et al. 2011).

Arzneimittelbeh6érden empfehlen flr das Entwickeln eines pharmakogenomischen
Studiendesigns in silico Methoden, um Einzelnukleotid-Polymorphismen und
andere Besonderheiten bei der Auswahl des Designs adaquat zu berucksichtigen.
Die Informationsgrundlage fur die Einarbeitung der Polymorphismen bilden Meta-
Analysen (European Medicines Agency, CHMP 2014). Durch Meta-Analysen wird
ein Rahmen geschaffen, in dem die eingeschlossenen pharmakokinetischen

Studien als Ganzes und nicht einzeln isoliert betrachtet werden.

In dieser Arbeit wurden die AUCss der genetischen Subgruppen extrahiert und
mittels der Meta-Analyse einem Vergleich beider Gruppen mit grolRerer Prazision

zuganglich gemacht.
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2.3.4.1 Random-Effects-Modellvs.Fixed-Effects-Modell

Meta-Analysen werden entweder Uber das Fixed-Effects-Modell oder das Random-

Effects-Modell bzw. einer Mischung aus beiden berechnet.

Beim Fixed-Effects-Modell (Borenstein et al. 2011; Alles et al. 2009) geht man von
einer wahren Effektgrofe fur die eingeschlossenen Studien aus. Der aus den
einzelnen Studien berechnete Gesamtmittelwert dient der Abschatzung der wahren
Effektgrofie. Unstimmigkeiten in den Beobachtungen der Daten erklart man durch
Probenfehler. Flr die Auswertung bedeutet es, dass kleine Studien im Gegensatz
zu groReren Studien mit dem gleichen Effekt ignoriert werden kénnen (Borenstein
et al. 2011).

Das Random-Effects-Modell (Borenstein et al. 2011; Alles et al. 2009) erlaubt eine
Beurteilung der wahren EffektgroRe von Studie zu Studie, indem es nicht einen
wahren Effekt fur alle Studien annimmt, sondern fur jede Studie einen Effekt, der
hdher oder niedriger als der der anderen Studien sein kann. Es betrachtet den
Mittelwert der Verteilung der jeweiligen EffektgrofRen. In diesem Fall darf der Effekt
von kleinen Studien nicht aufder Acht gelassen werden, auch wenn er nicht prazise
ist. Andererseits darf der Effekt von groReren Studien auch nicht Uberbewertet

werden.

Die in dieser Meta-Analyse eingeschlossenen Studien haben sich in den
demographischen Charakteristika der Studienteilnehmer und anderen mit der
Studienpopulation oder dem durchfihrenden Personal zusammenhangenden
Faktoren unterschieden. Die daraus berechnete EffektgroRe konnte sich dadurch
von den tatsachlich vorliegenden EffekigroRen differenzieren. Hierfur war die

Anwendung eines Random-Effects-Modells besser geeignet.

Finden die klinischen Studien hingegen an ein und demselben Ort mit der gleichen
Population und durch dieselben Wissenschaftler statt, ist ein Fixed-Effects-Modell
fur die Auswertung einer Meta-Analyse das Modell der Wahl, weil man annehmen
kann, dass die Studien in gleicher Art und Weise durchgefuhrt werden. Fehler im
Verlaufe der Studie sind dann eher vergleichbar als wenn unterschiedliche

Personen mit anderen Methoden Daten erheben.
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Jeweils drei der in dieser Arbeit extrahierten pharmakokinetischen
eingeschlossenen Studien wurden in der asiatischen bzw. kaukasischen
Bevolkerung durchgefuhrt. Die Untersuchung von Gijsen et al. (2011) enthielt
padiatrische pharmakokinetische Daten. Deshalb war das Kollektiv der

eingeschlossenen Studien fur die Meta-Analyse heterogen.

In der vorliegenden Meta-Analyse wurde das Random-Effects-Modell fur die
Berechnung der Meta-Analyse verwendet. Eine wichtige Voraussetzung fur die
Anwendung des Random-Effects-Modells ist, dass die pharmakokinetischen Daten

einer Normalverteilung folgen (Borenstein et al. 2011).

Der pharmakokinetische Parameter der Gesamtexposition (AUC) wird durch
Konzentrations-Zeit-Kurven beschrieben. Der Verlauf wird besser durch eine
Logarithmische-Normalverteilung als durch eine Standardnormalverteilung
reprasentiert (s. Abschnitt 2.1.4) (Cawello 1998).

Limitierend bei der Extraktion der pharmakokinetischen Daten war der Fakt, dass
die pharmakokinetischen Studien keine Rohdaten der Patienten enthielten. Es
konnte somit nur auf Mittelwertsdaten und Standardabweichungen der gemessenen
Gesamtexpositionen von Tacrolimus zuruckgegriffen werden, die nicht log-

transformiert worden sind.

2.3.4.2 Effektgrofde der Meta-Analyse

Die EffektgroRe der Meta-Analyse gibt die GroRenordnung an, inwieweit sich die
Expresser-AUCss von denen der Nicht-Expresser in nierentransplantierten
Patienten unterscheiden. Dabei wurde ermittelt, ob die dosisnormierten
Arzneimittelexpositionen in den genetischen Subgruppen unterschiedlich hoch
ausfallen. Es wurde Uberpriuft, ob die EffektgroRen konsistent fur die einzelnen
Studien sind, und es wurde ein Gesamteffekt aus allen EffektgroRen berechnet
(Borenstein et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde als EffekigroRe eine standardisierte
Mittelwertsdifferenz genommen, die den Unterschied der AUCss in den Subgruppen

aufzeigt. Falls die Standardisierte Mittelwertsdifferenz den Wert ,Null“ angenommen

hat, war kein Unterschied zwischen der Expresser- und der Nicht-Expresser-

Gesamtexposition ableitbar. Sollte der Wert negativ sein, war die AUC in
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Expressern niedriger als bei Nicht-Expressern. Umgekehrt zeigten positive Werte

eine hohere AUC in Expressern im Vergleich zu Nicht-Expressern.

Die Prazision der Effektgrole wird in der Meta-Analyse durch die
Konfidenzintervalle aufgezeigt, die um die EffekigroRe eingebunden sind. Je enger

ein Konfidenzintervall ist, desto grof3er ist die Prazision.

Die in der Literatur berichteten Daten waren Mittelwertsdaten der totalen
Gesamtexposition vom Zeitraum 0 bis 12 Stunden und Standardabweichungen, die
jeweils fur CYP3A5-Expressionstypen und jeweils fur Nicht-Expressionstypen
angegeben wurden. Die Standardisierte Mittelwertsdifferenz ergab sich aus dem
Quotient der Differenz der Mittelwerte der Expresser- und Nicht-Expresser-AUCss

einer pharmakokinetischen Studie und der inneren Standardabweichung Swithin.

X1—X2

d= Formel 5

Swithin

x; und x, waren die Mittelwerte der Gesamtexposition in Expressern und Nicht-
Expressern und swithin Stellte die gepoolte innere Standardabweichung dar, die man

aus Formel 6 berechnet.

_ (nl—l)s%+(n2—1)s%
Swithin = \/ T Formel 6

Die Symbole ns und n2> waren die absoluten Anzahlen der jeweiligen Expresser und
Nicht-Expresser der jeweiligen Studie und s7 und sz die Standardabweichungen der
Gesamtexpositionen der jeweiligen genetischen Subgruppe einer Studie. Die
Standardabweichungen der beiden genetischen Subgruppen waren nicht gleich.
Dies wurde von der gepoolten inneren Standardabweichung (siehe Formel 6)

berucksichtigt; die somit flr die Anwendung geeigneter war.
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2.3.4.3 Korrektur der Effektgrofie d und Berechnung der wahren
Effektgrofie g

Kleine StichprobengréfRen fuhren bei der Berechnung der EffektgroRe d zu einer

Uberschatzung der Werte, daher empfiehlt es sich hier, einen Korrekturfaktor zu

bestimmen, der den Wert der Effektgrofie d korrigiert.

Die erhaltene wahre Effektgrofie g wurde aus dem Produkt der Standardisierten
Mittelwertsdifferenz d und des Korrekturfaktors J (Hedge-Faktor) kalkuliert (Hedges
2009). Die Korrektur der Effektgro3e d wird in Formel 8 beschrieben.

g=d-] Formel 7

Der Hedge-Korrekturfaktor wurde mittels der Formel 8 berechnet, in der df fur die
Freiheitsgrade (degree of freedom) der Stichprobe steht. Weil es sich um zwei
unabhangige Stichproben handelte, ergab sich die Anzahl der Freiheitsgrade durch:
n1+n2 -2.

3 3
rwrarke 1- pr— Formel 8

J=1-

Je hoher die Anzahl der Personen sind, desto groRer wird der Korrekturfaktor J.

2.3.4.4 Wichtungder Mittelwerte

Das primare Ziel der Meta-Analyse war es, den Einfluss des Genotyps des CYP3A5
auf die totale Arzneimittelexposition in Form der AUCss von Tacrolimus aufzuzeigen.
FiUr eine prazise Abschatzung des Populationseffekts bietet sich die Berechnung
eines gewichteten Mittelwerts an.

Die Wichtung W;* wurde (ber die Berechnung des Kehrwerts der Varianz

W *vorgenommen, so dass Studien mit einer héheren Varianz ein geringeres

Gewichtbekommen.

Beim Random-Effects-Modell wurde die Varianz Uber die Summe zweier einzelner

Varianzen, der innerhalb einer Studie Vy und der Varianz zwischen den Studien Tz,

3 *“markiert, dass die Parameter fiir die Berechnung des Random-Effects-Modell sind.
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berechnet.

w; = L= ;2 Formel 9
Vyi Va+t

Vyi=Vag+T° Formel 10

Wy, beschreibt die Wichtung, die durch den Kehrwert der Summer der Varianzen Vg
und 12 ermittelt werden und Vy; die zu berechnende Varianz. Die Berechnung ist in

den folgenden Abschnitten ausfuhrlich beschrieben.

2.3.4.5 Berechnungder inneren Varianz Vq

Die innere Varianz Vy einer Studie berechnete sich aus der Summe zweier Terme,
die zum einem die Effektgrofde und zum anderen die innere Standardabweichung

berlcksichtigen.

_ (n1t+np) d?

Formel 11
(m1mz)  2:(nqt+ny)

d

n1 und n2 sind die Anzahl der Expresser und Nicht-Expresser der Studien und d ist
die in Formel 4 berechnete EffekigrolRe, die Standardisierte Mittelwertsdifferenz.
Der erste Term auf der rechten Seite der Gleichung bericksichtigt die Unsicherheit
in der EffektgroRe und der zweite die Unsicherheit in der inneren gepoolten

Standardabweichung (Borenstein et al. 2011).
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2.3.4.6 Korrektur der inneren Varianz V4

In Anlehnung an die Korrektur der Effektgrofde d wird zur Korrektur die Varianz Vg

mit dem quadrierten Hedge-Faktor J multipliziert (s. Formel 12).
Vy=J%Vq4 Formel 12

2.3.4.7 Berechnungder Varianz t2 zwischen den Studien

Die tatsachlich abgeschatzte Effektgrole g wurde in Formel 7 berechnet. Wenn
diese Effektgrolien g fur die einzelnen Studien bekannt sind und daflr die Varianz
zwischen den Studien ermittelt wird (Uber eine gegen unendlich gehende Anzahl
von Studien) liegt die Varianz t2vor. Sie beschreibt die Varianz zwischen den

Studien; die Varianz der EffektgroRe zwischen der Studienpopulation.

Die Berechnung dieser Varianz kann mittels der Methode nach DerSimonian und
Laird erfolgen. Im Folgenden wird diese Methode ausfiihrlich erklart. Die Varianz t2

lasst sich durch Formel 13 ermitteln.

;2 _ (@=dp)
c

Formel 13

Q-df beschreibt die Streuung des wahren Effekts. Sie berechnet sich aus der
Differenz der Summe der Produkte aus Wichtung und quadrierter Effektgrofe jeder
Studie und dem Bruch aus der quadrierten Summe der Produkte aus Wichtungen
und EffektgrolRe der einzelnen Studien dividiert durch die Summe der Wichtungen

jeder einzelnen Studie.

x T Wig)®
Q =Tl Wigh - o2 Formel 14

Die Freiheitsgrade df ergibt sich aus Anzahl k der Studien minus 1.

df=k-1 Formel 15

Der Divisor C aus der Formel 13 fuhrt die Werte in die originale Metrik zurliick und
macht aus dem Term einen Mittelwert der quadrierten Abweichungen. Er berechnet
sich aus einer Differenz der Summe der Wichtungen W und dem Quotienten aus

der Summe der quadrierten Wichtungen und der Summe der Wichtungen.
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k *2
Xz Wi

— vk *
C=2izaW; - S W

Formel 16

2.3.4.8 Berechnungdes gewichteten Mittelwerts

Das gewichtete Mittel der korrigierten EffektgroRe ergab sich, indem man die
Summe aus dem Produkt der Wichtungen und den tatsachlichen Effektgroflen W*g

durch die Summe der Wichtungen W;* dividiert.

M* — Z{":l Wigl

SE W Formel 17

2.3.4.9 Varianzvon gewichtetem Gesamtmittelwert und Standardfehler

Der Gesamtmittelwert wird wie bei der Wichtung der einzelnen Studien Uber die
Varianz gewichtet. Diese berechnet sich aus dem Kehrwert der Summe der

einzelnen Wichtungen der eingeschlossenen Studien (s. Formel 18).

1

VM* o e——
k *
Yi-a Wi

Formel 18

Der abgeschatzte Standardfehler des Gesamteffekts ist die Wurzel aus der Varianz.
Er wurde im Folgenden fur die Berechnung von Konfidenzintervallen benutzt.

SEy = V- Formel 19
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2.3.4.10 Berechnung von Konfidenzintervallen fiir den gewichteten
Mittelwert

Die Konfidenzintervalle des Gesamtmittelwerts M’ beschreiben die Prazision der

Abschatzung des Gesamteffekts.

Die Berechnung der unteren bzw. oberen Grenze des 95%-Konfidenzintervalls
(confidence interval, Cl) ergab sich aus der Differenz bzw. Summe des
Gesamtmittelwerts mit dem Produkt aus 1,96 und dem Standardfehler des
Gesamtmittelwerts. Der  Faktor 1,96 ist das 97,5%-Quantil  der

Standardnormalverteilung.

LLy =M"—1,96 - SEy- Formel 20

ULy =M"+ 1,96 - SE Formel 21

2.3.4.11 Statistische Auswertung der gewichteten Mittelwerte

In dieser Meta-Analyse gibt es zwei Gruppen, die der Expresser- und der Nicht-
Expresser-Gruppe. Um statistisch zu testen, ob es in der Meta-Analyse einen
Unterschied in der AUCss zwischen den beiden Gruppen gibt, wurde ein Gaul3-Test
verwendet. Er gehort zu den Hypothesentest mit standardnormalverteilter

TestprufgroRe unter der Nullhypothese.

In einer einzelnen Studie wird der Mittelwert zweier Gruppen durch einen t-Test

statistisch beurteilt.

Der Unterschied zum t-Test ist, dass die Varianzen und damit die

Standardabweichungen der Grundgesamtheit bekannt sein massen.

Durchfiihrung des Gaul3-Tests:

= Schritt1: Generierung der Nullhypothese:

Der Gesamteffekt M* ist null. Das bedeutet in Bezug auf die genetischen
Subgruppen, dass die AUCss der Expresser und Nicht-Expresser sich nicht

unterscheiden.
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= Schritt2: Berechnung der TestpriifgroRe:

Fir eine Beurteilung der Signifikanz wird dann der Z-Wert ermittelt, indem man den
Gesamteffekt M durch den Standardfehler SEu- dividiert.

M*

= Formel 22

Z*

p* =2[1-(e(z'D)] Formel 23

Der p-Wert des zweiseitigen Tests wird durch p* reprasentiert und ¢(Z°) die

Funktion der Standardnormalverteilung. Diese war in MS Excel® unter der Formel

=STANDNORMVERT(Z*) hinterlegt.

Es hat sich hier in diesem Fall angeboten, einen zweiseitigen Gaul3-Test
durchzufiihren, weil die Gesamtexposition von Tacrolimus in den genetischen
Subgruppen sowohl zum Niedrigen (links verschoben) als auch nach hoéher hin

(rechts verschoben) sein kann.

2.3.4.12 Dokumentation und Darstellung der Meta-Analyse

Abbilung 6 illustriert die Ergebnisse der Meta-Analyse, in der die AUCss von
Expressern und Nicht-Expressern gegenuber gestellt wird. Die Effektgroflie fur jede
einzelne Studie ist die standardisierte Mittelwertsdifferenz und wird durch die Kreise,
Dreiecke bzw. Quadrate dargestellt. Die Prazision wird Uber die 95%
Konfidenzintervalle beschrieben. Die groRe Raute stellt den Gesamteffekt der Meta-
Analyse dar mit den zugehorigen Konfidenzintervallen, die die Variation des

gewichteten Mittels naher beschreiben.
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2.3.4.13 Fehlerbetrachtung der Meta-Analyse

Der Publikationsbias ist die verzerrte Darstellung der wissenschaftlichen Literatur
Uber ein Thema; durch beispielsweise die Veroffentlichung nur positiver und
signifikanter Ergebnisse zu einem Thema kann die tatsachliche Situation verzerrt
prasentiert werden. Bei der Literaturrecherche in den Datenbanken nach
Gesamtexpositionen in den genetischen Subgruppen konnte es aus folgenden

Grinden zu einem Publikationsbias kommen:

" Die Literaturrecherche fand in den zwei groten und fur die
Pharmakokinetik bedeutsamen Literaturdatenbanken statt;
moglicherweise hat man durch diese Auswahl wichtige Literatur anderer

Datenquellen vergessen.

. Nicht publizierte Literatur, die wichtige Informationen enthalten kann, wie
z.B. Poster oder Vortrage auf Kongressen, werden durch die systematische

Literaturrecherche nicht erfasst.

Eine Methode, das Verhaltnis zwischen der StudiengrofRe und der EffektgroRe zu
beschreiben, ist das Erstellen von Funnel-Plots. Im Funnel-Plot wird die Effektgrofie
auf der X-Achse gegen die StichprobengroRe bzw. Varianz auf der Y-Achse
aufgetragen (Borenstein et al. 2011). Studien mit einer gro3en Stichprobenzahl

befinden sich meist oberhalb in der Darstellung in der Nahe des Gesamteffekts.

Die Verwendung des Standard-Fehlers bzw. des Kehrwerts des Standardfehlers
verteilt die kleinen Studien auf der unteren Halfte besser und eine Beurteilung der

Asymmetrie der Studien ist leichter moglich (Borenstein et al. 2011).

Sind die Studien asymmetrisch um die EffektgroRe verteilt, kann ein
Publikationsbias in der Meta-Analyse vorliegen.
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2.4 Ergebnisse

2.4.1 Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche

Die Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche in den zwei
Literaturdatenbanken MEDLINE und EMBASE wurde als Flussdiagramm gemaf
dem PRISMA-Statement (Moher et al. 2009) erstellt. Insgesamt ergab sich nach
Eingabe aller ,MeSH-Terms“ und Suchbegriffe eine Gesamtzahl von 256

publizierten Artikeln nach Entfernung der Duplikate in den beiden Datenbanken.

Davon wurden 204 Artikel ausgeschlossen, weil sie den in 2.4.1.2 definierten
Einschlusskriterien nicht entsprochen haben. Hierbei handelte es sich um
Fallberichte, Arzneimittelinteraktionsstudien, primar auf Ciclosporin basierenden
Therapieregimen,  Studien an gesunden  Erwachsenen, intravendsen
Dosierungsregimen, anderen Erkrankungen als Organtransplantationen, multiplen
Organtransplantationen, Einzeldosis-Studien, Talspiegelmessungen bzw. Volltexte,

die nicht verfigbar waren.

52 Artikel wurden zur naheren Plausibilitatsprifung betrachtet. Die Halfte wurde
unter Angabe von Grinden (s. Abbildung 3) ausgeschlossen, davon lagen bei 12
Artikeln keine gemessen AUCss-Mittelwertsdaten bzw. Standardabweichungswerte
vor bzw. keine auswertbaren Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile, aus denen eine
Berechnung dieser moglich war. Bei weiteren 14 Studien waren die Daten
unzureichend: So war beispielsweise keine Dosierung erwahnt, die fir die

Dosisnormierung nach 2.4.2 unabdingbar war.

Sechsundzwanzig pharmakokinetische Studien blieben Ubrig, von denen 19
Studien AUCss-Werte bei Nierentransplantationen, vier bei Lebertransplantationen
und drei bei Herztransplantationen gemessen hatten. Diese 26
pharmakokinetischen Studien stellten die Datengrundlage fir die Dosisnormierung
dar, indem aus ihnen dosisnormierte AUCss-Mittelwerte gemall der in 2.4.2

beschriebenen Methode berechnet worden sind.

Sechs dieser 26 Studien wurden in die Meta-Analyse eingeschlossen, weil sie

aufgeteilt nach den genetischen Subgruppen Expresser und Nicht-Expresser
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Datenbank MEDLINE
(PubMed)

Datenbank EMBASE
(DIMDI)

v

!

Datenséatze nach Entfernung
von Duplikaten
n = 256 Datensatze

n =256

Datensatze

A 4

Abstracts und Titel ausgeschlossen
worden sind (n = 204)

e  Fallberichte (zu wenig Daten)
(n=21)
e Arzneimittelinteraktionsstudien
(n=18)
e  Primar auf Ciclosporin basierende
Therapieregime (n=15)
e  Gesunde-Erwachsene-Studien
(n=21)
e Intravendse Dosierungsregime
(n=21)
e  Andere Erkrankungen als
Transplantationen (n =6)
e  Multiple Organtransplantationen
(n=4)
e  Einzeldosis-Studien (n = 18)
¢ Volltext nicht verfligbar

die Dosisnormierung

Eingeschlossene Studien fur

(n=3)
e  Talspiegelmessungen
v (n=77)
Geeignete Volltexte
(n=52)
v \
Eingeschlossene Studien fur Volltexte mit Grinden ausgeschlossen

(n=26)

(n=26) o KeineMittelwerte/Standardabweichungen
Nierentransplantation n = 19 verflgbar (n = 12)
Lebertransplantation n =4 e Unzureichende Daten (keine Dosierung
Herztransplantationn = 3 angegeben, keine Berechnung der

Gesamtexposition moglich) (n = 14)

Abbildung 3 Systematische Literaturrecherche gema dem PRISMA-Statement

Dargestellt ist das Flussdiagramm der systematischen Literaturanalyse; es sind die
eingeschlossenen und ausgeschlossenen pharmakokinetischen Studien zu erkennen unter
Angabe der Griinde des Ausschlusses.
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gemessene AUCss- Werte enthielten.

Die extrahierten pharmakokinetischen Datensatze sind in den Tabellen 3 bis 5

aufgelistet.

Neunzehn pharmakokinetische Studien enthielten Daten der AUGCss bei
Nierentransplantationen (Tabelle 3). Davon wurden elf in der kaukasischen
Bevolkerung erhoben und acht in der asiatischen Population. Unter den elf
kaukasischen Studien gab es eine Studie mit Daten Uber die padiatrische
Bevdlkerung. Eine von acht asiatischen Studien berechnete die AUCssin der
padiatrischen Population. In 13 von 19 Studien wurde als immunsuppressive
Begleitmedikation neben der Gabe von Tacrolimus Glukokortikoide und/oder
Mycophenolatmofetil appliziert. Die Altersspannweite lag bei der transplantierten
erwachsenen Population in den Studien zwischen 32 und 55,6 Jahren, bei den
kaukasischen und asiatischen Kindern bei 9,3 bzw. 9,9 Jahren. Sechs von 19
pharmakokinetischen Studien in nierentransplantierten Patienten enthielten
stratifizierte AUCss-Werte fur Expresser und Nicht-Expresser und wurden fur die

Meta-Analyse benutzt.

Es wurden vier pharmakokinetische Studien mit AUCss-Werten in
lebertransplantierten Patienten gefunden (Tabelle 4). Jeweils zwei wurden in der
padiatrischen und der erwachsenen transplantierten Bevolkerung durchgeflihrt. Die
Spannweite der Altersgruppen bei den zwei Erwachsenen-Studien lag bei 52 und
55 Jahren, wahrend die Kinderstudien zwischen 0,3 und 13 Jahren lagen. Die
immunsuppressive Begleitmedikation bestand, soweit gelistet, meist aus
Glukokortikoiden.

Drei pharmakokinetische Studien mit AUCss-Werten in herztransplantierten
Patienten wurden ermittelt (Tabelle 5). Zwei davon stellten Erwachsenen-Studien,
eine eine padiatrische Studie dar. Die erwachsenen Patienten waren im Schnitt 55,8
und 74 Jahre alt, hingegen lagen die Kinder bei 8,3 Jahren Altersdurchschnitt. Die
immunsuppressive  Begleitmedikation bestand in  einer Antikdrpergabe,

Mycophenolatmofetil-Applikation bzw. Glukokortikoidegabe.
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Tabelle 3 Neunzehn pharmakokinetische Studien in Nierentransplantierten
. Alter
Studie n [Jahre] Genotyp CYP3A5

Dosisnormierte AUCy.12
[ng-h/mL per pg/kg]

Begleitmedikation

Nierentransplantatierte
Kaukasier

(Hardinger et al. 2004)
(Haufroid et al. 2006)

(Kuypers, Dirk R. J. et al.
2004)

(Kuypers et al. 2007)

(Gijsen, Mital et al. 2011)

(Pirsch et al. 2000)
(Renders et al. 2006)

(Velickovic-Radovanovic
etal. 2010)
(Velickovi¢-Radovanovié¢
etal. 2011)
(Velickovic-Radovanovic
etal. 2014)

Wilodarczyk et al. 2009

18
19

90

91

18
134

18

10

20
59

43 (A)
51.8 (A)

55 +11.2 (A)

51.4+13.8 (A)

9.9+55 (P)

40.5 (A)
55.6 + 12.4 (A)

40.11£8.7 (A)
36.2+9.7 (A)

38297
43.6 (A)

n.a.
*1/*3 and *1/*1
3/*3
*1/*3 and *1/*1
*3/*3
*1/*3 and *1/*1
*3/*3

n.a

n.a.
*1/*3 and *1/*1

*3/*3

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

1.82+0.36
0.99+0.35
1.94 +0.85

1.20+0.40

1.29+0.38

0.70+0.18

1.38+0.38
0.69

1.76 £ 0.42
1.59 +0.50
1.27 £ 0.21

1.58 + 0.51

1.16 £ 0.47

1.32+0.52
0.83+0.32

n.a.
n.a.

MMF und/oder Steroide

MMPF und/oder Steroide

n.a.

MMF und/oder Steroide
MMF und/oder Steroide

MMF und/oder Steroide
und/oder Basiliximab
MMF und/oder Steroide
und/oder Basiliximab
MMF und/oder Steroide
und/oder Basiliximab

MMF und/oder Steroide

A = Erwachsene; MMF = Mycophenolatmofetil; n = Studienpopulation; n.a. = nicht angegeben; Alter ist angegeben als Mittelwert und Standaradabweichung;

P = Kinder; Dosisnormierte AUCo-12 = Mittelwerte und Standardabweichungen der Area under the Curve im Zeitintervall O bis 12 Stunden
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Tabelle 3 Fortsetzung

Studie n [ﬁ:ﬁgl Genotyp CYP3A5 D‘E:;S_Efr;'f':;e“‘gig‘]’"z Begleitmedikation

Asiaten

(Li et al. 2008) 6 374 +£17.3 (A) n.a. 1.32+£0.21 DTZ

(Miura et al. 2008) 95 43.65 (A) *1/*3 and *1/*1 1.87 £0.76 MMF und/oder Steroide
*3/*3 3.11+1.34 MMF und/oder Steroide

(Shishido et al. 2001) 22 9.3+3.7 (P) n.a. 0.35 + 0.08 Mizolibin und/oder

Steroide

(Tada et al. 2005) 39 42.7 £+ 11.5(A) *1/*3 and *1/*1 0.78 £ 0.19 MMF und/oder Steroide
*3/*3 1.24 £0.27

(Tsuchiya et al. 2004) 30 411 +£11.5 (A) *1/*3 und *1/*1 1.55+0.25 MMF und/oder Steroide
*3/*3 2.53+0.54

(Wong et al. 2000) 18 42.6 (A) n.a. 1.89 £ 0.39

(Mathew et al. 2008) 29 32 (A) n.a. 1.65+0.32 MMF und/oder Steroide

(Mendonza et al. 2007) 9 39 (A) n.a. 1.27 £0.29 n.a.

A = Erwachsene; DTZ = Diltiazem; MMF = Mycophenolatmofetil; n = Studienpopulation; n.a. = nicht angegeben; Alter ist angegeben als Mittelwert und
Standaradabweichung; P = Kinder; Dosisnormierte AUCo-12 = Mittelwerte und Standardabweichungen der Area under the Curve im Zeitintervall 0 bis 12 Stunden
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Tabelle 4 Vier pharmakokinetische Studien in Lebertransplantierten

Studie N : f:m] Genotyp CYP3A5 D‘[’:Ls_:fr::i::fp‘gic;‘i“ Begleitmedikation
Lebertransplantierte
Kaukasier
(Fischer et al. 2011) 62 52.4 (A) n.a. 4.02 +2.53 MMF und Steroide
(Gijsen, Mital et al. 2011) 3 11.3+8.9 (P) n.a. 0.37 n.a.
(Wallemacq et al. 1998) 16 0.7-13 (P) n.a. 1.66 £1.10 n.a.
(Yano et al. 2012) 13 58 + 6 (A) n.a. 4.23 +1.54 Steroide

A = Erwachsene; MMF = Mycophenolatmofetil; n = Studienpopulation; n.a. = nicht angegeben; Alter ist angegeben als Mittelwert und Standaradabweichung;
P = Kinder; Dosisnormierte AUCo.12 = Mittelwerte und Standardabweichungen der Area under the Curve im Zeitintervall 0 bis 12 Stunden

Tabelle 5 Drei pharmakokinetische Studien in Herztransplantierten

. Alter Dosisnormierte AUCo.12 . o
Studie N [Jahre] Genotyp CYP3A5 [ng-h/mL per pglkg] Begleitmedikation
Herztransplantierte
Kaukasier
(Gijsen, Mital et al. 2011) 3 84+7.17 n.a. 0.75 n.a.
(Rubio et al. 2003) 25 55.8 n.a. 2.21+0.75 AZA/MMF/Steroide

1.32+0.49

(Undre und Stevenson 10 74 + 14 n.a. 2.48 +0.92 ATG/OKT3

2002)

A = Erwachsene; ATG/OKT3 = Anti-Thymozyten-Globulin/Muromonab-CD3; AZA = Azathioprin; MMF = Mycophenolatmofetil; n = Studienpopulation; n.a. = nicht
angegeben; Alter ist angegeben als Mittelwert und Standaradabweichung; P = Kinder; Dosisnormierte AUCo-12 = Mittelwerte und Standardabweichungen der Area
under the Curve im Zeitintervall 0 bis 12 Stunden
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2.4.2 Ergebnisse der Dosisnormierung der AUC;ss in transplantierten
Patienten

Die Abbildung 4 vergleicht die dosisnormierte Tacrolimus-Gesamtexposition in Form

von Mittelwerten in unterschiedlichen Transplantationsarten und Altersklassen.

Bei der padiatrischen Population gab es aufgrund von vorliegenden Einzelprofilen
neben den Mittelwerten auch Standardabweichungen, die aus den Einzelprofilen
berechnet werden konnten. Die dosisnormierten Mittelwerte der Tacrolimus-
Gesamtexposition betrugen fur die Nieren-, Leber- bzw. Herztransplantation 1,36,
6,49 und 1,90 ng-h/mL per pg/kg in kaukasischen Erwachsenen. Der Trend der
Analyse zeigte, dass die dosisnormierte = AUCss bei Nieren- und
Herztransplantationen in der HoOhe vergleichbar waren, die AUCss der
Lebertransplantation dagegen war 3,4- bis 4,7-fach hoher. Bei der padiatrischen
Population ist dieselbe Tendenz in nieren-, leber- und herztransplantierten

Patienten zu sehen mit jeweils 0,69, 1,02 und 0,44 ng-h/mL per pg/kg.

In asiatischen nierentransplantierten Erwachsenen betrug die die AUCss 1,77
ng-h/mL per pyg/kg und war mit den dosisnormierten Mittelwerten der kaukasischen

Bevdlkerung (1,36 ng-h/mL per pg/kg) vergleichbar.

Die kaukasischen Erwachsenen hatten im Vergleich zu padiatrischen Kaukasiern
bei Nieren-, Leber und Herztransplantation zwei-, vier- bzw. sechsfach so hohe
Gesamtexpositionen an Tacrolimus. In der asiatischen Bevodlkerung war die
dosisnormierte AUCss funffach hoher als in der padiatrischen asiatischen

Population.

Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass die dosisnormierte Arzneimittelexposition
von Tacrolimus in transplantierten Patienten sowohl durch das Alter als auch der

Transplantationsart beeinflusst werden.
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i 1 1
] n=7 n=10 n=2 n=2
1 | pop. 248 pop. 482 pop. 68 pop. 35
Asiaten Kaukasier Kaukasier Kaukasier
Nieren - Tx Leber - Tx

Herz -Tx
Abbildung 4 Dosisnormierung der Gesamtexposition von Tacrolimus in unterschiedlichen Transplantationen
Dargestellt ist die dosisnormierte Gesamtexposition von Tacrolimus in den unterschiedlichen Ethnizitaten, Transplantationstypen und Altersklassen (weil3e

Balken = Erwachsenen-Daten und schwarze Balken = Kinder-Daten). AUCo-12 = Area under the Curve im Zeitintervall von 0 bis 12 Stunden; n = Anzahl der
pharmakokinetischen Studien; pop. = Anzahl der gersamten Studienpopulation einer Gruppe; Tx = Transplantation
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2.4.3 Ergebnisse der Meta-Analyse

Der Forest-Plot in Abbildung 5 beschreibt die Ergebnisse der Meta-Analyse. Die
Effektgrofde ist in dieser Meta-Analyse die Standardisierte Mittelwertsdifferenz der
zwei genetischen Subgruppen und ist gegen die jeweilige Studie aufgetragen. Die
Raute charakterisiert den Gesamteffekt und die Variation in Form der 95%
Konfidenzintervalle, die mittels des Random-Effects-Modells berechnet worden sind
und in diesem Fall bei -1,15 (-2,17 — -0,31) liegen. Dies bedeutet, dass die AUCss

der Expresser-Gruppe niedriger sind als die der Nicht-Expresser-Gruppe.

Fur die Prazision sind die jeweiligen Konfidenzintervalle der einzelnen Studien
berechnet worden (s. Abbildung 6). Fur den Fall, dass die 0 von einem
Konfidenzintervall eingeschlossen wird, bedeutet es, dass es zwischen der
Arzneimittelexposition gemessen als AUCss zwischen Expressern (CYP3A5*1/*1
bzw. *1/*3) und Nicht-Expressern (CYP3A5*3/*3) keinen Unterschied gibt. Ist der
Wert samt Konfidenzintervall nach links von 0 verschoben, sind die Expresser-
AUCss im Verhaltnis zu denen der Nicht-Expresser kleiner. Umgekehrt zeigen nach
rechts verschobene Werte groRere Gesamtexpositionen in Expressern im Vergleich

zu Nicht-Expressern an.

Alle sechs eingeschlossenen pharmakokinetischen Studien in
nierentransplantierten Erwachsenen zeigen signifikante Effekte. Finf von sechs
Studien zeigen, dass die AUCss in Expressern niedriger ist als in Nicht-Expressern.
Renders et al. (2007) zeigt als einzige Studie den umgekehrten Effekt, dass die
AUCss in Expressern im Vergleich zu Nicht-Expressern hoher ausfallt.

Gjisen et al. (2011) enthalt pharmakokinetische Daten Uber transplantierte Kinder. Es
konnte aufgrund der geringen Anzahl an pharmakokinetischen Daten (n=5) kein
signifikantes Ergebnis ermittelt werden. Die Effektgréof’e von der Studie liegt bei
-0,79. Es mussen mehrere Daten Uber nierentransplantierte Kinder erhoben
werden, um eine Beurteilung abgeben zu konnen. Ein Trend, dass die Expresser
AUCss niedriger ist als die der Nicht-Expresser, ist erkennbar. Ein groReres

Patientenkollektiv wird bendtigt, um diese Hypothese zu stitzen.
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Insgesamt wurde eine Anzahl von 126 Expressions-Genotypen gegenuber 287

Nicht-Expressions-Genotypen untersucht.

Die standardisierte Mittelwertsdifferenz der beiden genetischen Gruppen wurde
mittels eines Gaul3-Test (s. Abschnitt 2.3.4.11) untersucht. Als Nullhypothese wurde
kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen aufgestellt. Der berechnete p-Wert
betrug 0,027 und hat bestatigt, dass Expresser signifikant niedrigere dosisnormierte
Gesamtexpositionen von Tacrolimus haben vergleichsweise zu Nicht-Expressern
des CYP3AS5.
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Gesamteffekt p =0,02

Tsuchiya et al. 2004 >
n
Miura et al. 2008 %
=
Tada et al. 2005
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Renders et al. 2005 : ¢
Haufroid et al. 2006 ¢ ; =
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Kuypers et al. 2007 ’ | Erwachsene §
|
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Gjisen et al. 2011 ¢ . ~
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I
I
I
I
\
|

S5 4 3 -2 -1 0 1 2 3
Standardisierte Mittelwertsdifferenz

Abbildung 5 Forest-Plot der Meta-Analyse

Dargestellt sind die sieben pharmakokinetischen Studien, von denen sechs Erwachsenen — Studien und eine
padiatrische Daten Gijsen et al 2011 enthalt. KI = Konfidenzintervall; Tx = Transplantation
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CYP3AS*1/*1 and *1/*3 CYP3Aa5*3/*3 Mittelwertsdifferen:
(Expresser) {Micht-Expresser)
Studie Mittelw. sD N Mittelw. 5D N Random, 95% Jahr
[ng-h/ml [nghfml [ng-hfml [ng-h/ml
per pgfkg]  per pefkel per pgfkg]  per pelkgl
Tsuchiya et al. 1.55 0.25 15 2.53 0.54 15 -2.27 [-3.17, -1.38] 2004
Miura et al, 1.87 0.7& 50 3.11 1.34 45 -1.15 [-1.58, -0.71) 2008
Tada et al, 0.78 0.19 17 1.24 0.27 22 -1.89 [-2.64, -1.14] 2005
Renders et al. 1.59 0.50 18 1.27 0.21 116 1.20 [0.68, 1.71) 2006
Haufroid et al. 0.99 0.35 9 1.94 0.85 10 -1.37 [-2.33, -0.40] 2006
Kuypers et al, 0.70 0.18 15 1.38 0.38 Fi- -1.89 [-2.51, -1.28] 2007
mital et al. 0.46 0.099 2 0.82 0.4 3 -0.79 [-2.18, 0.60] 2011
Total (95% ) 126 287 -1.15 [-2.17, -0.31]

Test auf gesamten Effekt: 2 =-2.22 (p = 0.027)
mittelwerte und S0D-Werte sind dosisnormiert; N = Anzahl der Nierentransplantierten;
Random = Random -effects model wurde berechnet

Abbildung 6 EffektgroRe und Konfidenzintervalle

Dargestellt sind die Daten, die im Forest-Plot in Abbidung 5 visualisiert sind. Kl = Konfidenzintervall,
Mittelw. = Mittelwert, N = Anzahl der Studienpopulation, SD = Standardabweichung,
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2.4.4 Limitationen und Fehlerbetrachtung der Meta-Analyse

Bei der Literaturrecherche in Literaturdatenbanken gibt es ,Graue” Literatur. Dies
sind Literaturdatensatze, die potentiell eingeschlossen werden kdnnen, aber noch
nicht publiziert wurden, beispielsweise Poster oder Vortrage auf wissenschaftlichen

Kongressen.

Dieses Phanomen wird auch als Publikationsbias bezeichnet, weil beim Einschluss
von Literatur Publikationen vergessen werden. Um zu Uuberprufen, ob die
Literaturrecherche einem Publikationsbias unterliegt, bietet sich die Erstellung eines

Funnel-Plots an.
Hierbei wird der Standardfehler gegen die Effektgrofe, hier die standardisierte
Mittelwertsdifferenz, aufgetragen. Wenn sich ein asymmetrisches Verteilungsbild
der eingeschlossenen Studien ergibt, besteht die Madoglichkeit, dass ein
Publikationsbias vorliegt. In Abbildung 7 ist fur die Meta-Analyse der Funnel-Plot
0,0
0,2

04

06 -

Standardfehler

0,8 -

1,0

Standard-Mittelwertsdifferenz
Abbildung 7 Funnel-Plot, Publikationsbias der Meta-Analyse

Dargestellt ist der Standardfehler der Effektgréfie gegen die Standard-Mittelwertsdifferenz. Der
Gesamteffekt samt seiner Variation wird durch die Raute dargestellt.
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erstellt worden. Aufgetragen ist der Standardfehler gegen die Effektgrof3e, um die
Verteilung der Studien mit kleinen Stichprobengrof3en besser zu visualisieren.

Die gedachte Linie bei -1,15 stellt das berechnete gewichtete Mittel dar und die
Raute gibt die Variation des gewichteten Mittels an. Die Studie Renders et al.
(2007), ist im rechten Teil des Bildes auf3erhalb des Dreiecks zu sehen. Insgesamt

wirkt das Bild durch diese Studie asymmetrisch.

Fir die Auswertung des Funnel-Plot ist limitierend zu berlcksichtigen, dass der
Funnel-Plot keine Aussage Uber die Gute der eingeschlossenen Studien machen

kann.

Prazision (1/Standardfehler)

Standard-Mittelwertsdifferenz

Abbildung 8 Funnel-Plot, Publikationsbias der Meta-Analyse

Dargestellt ist die Praszision gegen die EffektgroRe.

Die Studie Renders et al. ganz rechts im Funnel-Plot in Abbildung 8 zu sehen und
ist daftir verantwortlich, dass ein asymmetrisches Bild entsteht. Die Literaturanalyse
wurde nach bestem Wissen des Autors durchgefiihrt. Nichtsdestotrotz kann nicht
ausgeschlossen werden, dass bei der Literatursuche moglicherweise noch weitere

Studien nicht gefunden worden sind.
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2.5 Diskussion

2.5.1 Interpretation

= Einfluss der Ethnizitat auf die Gesamtexposition

Die Ethnizitat stellt einen Faktor dar, der eine Erklarung fir mdgliche Unterschiede
der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Arzneimitteln ist und fir eine
Variabilitat im Ansprechen einer Arzneimitteltherapie verantwortlich sein kann
(Yasuda et al. 2008). Sie wird beeinflusst durch extrinsische Faktoren wie
Lebensmittelgewohnheiten und Komedikation einer Arzneimitteltherapie und
intrinsische Faktoren wie Rasse, Geschlecht, Alter, Gewicht, renale und hepatische
Funktion sowie der Unterschiede in der genetischen Ausstattung bezuglich der

metabolisierenden Enzyme.

Die dosisnormierte AUCss ist bei gesunden Erwachsenen asiatischer Herkunft mit
1,77 ng-h/mL per ug/kg gegenuber der von Kaukasiern (1,36 ng-h/mL per ug/kg)
vergleichbar. Dieses Ergebnis ist mit den in der Literatur beschriebenen Daten
konsistent. MacPhee, lain A. M. et al. 2005 et al. haben in der stdasiatischen und
kaukasischen  BevoOlkerung  Gesamtexpositionen in  Abhangigkeit des
Einzelnukleotid-Polymorphismus CYP3A5*3 untersucht und keine
unterschiedlichen Dosierungsempfehlungen in Abhangigkeit der Ethnizitat der

Tacrolimus-Gabe empfohlen.

In der Literatur werden Unterschiede in den Gesamtexpositionen von Tacrolimus
zwischen Afro-Amerikanern und Kaukasiern/Lateinamerikanern/Asiaten
beschrieben (Mancinelli et al. 2001). Mancinelli et al. 2001 et al. hat in gesunden
Erwachsenen festgestellt, dass sich die Gesamtexposition nach einer
intravendsen Applikation von Tacrolimus in Afro-Amerikanern, Lateinamerikanern

und Kaukasiern nicht signifikant unterscheidet.

Bei einer peroralen Applikation haben gesunde Afro-Amerikaner im Verhaltnis
niedrigere Gesamtexpositionen gegenlber den beiden anderen Ethnizitaten gezeigt
(Mancinelli et al. 2001). Dies wird auf die unterschiedliche Verteilung des

Einzelnukleotid-Polymorphismus und die Aktivitat des P-Glykoproteins
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zurtckgefuhrt (Mancinelli et al. 2001). Zahlreiche Studien belegen, dass der
Genotyp, der die Expresser kodiert, in Afro-Amerikanern haufiger auftritt als in
anderen Ethnizitaten (Hesselink 2003; Roy et al. 2005).

In vielen Studien werden daher Dosierungsregime empfohlen, die die Ethnizitat
berucksichtigen und bei Afro-Amerikanern eine hohere Dosis empfehlen (Hesselink
2003; Jonge et al. 2013; Mancinelli et al. 2001).

Fiar die Ethnizitat der Afro-Amerikaner gab es in der Literatur keine geeigneten
Gesamtexpositionen, die mit in die Dosisnormierung der Gesamtexposition
einflieRen konnten. Daher war der Vergleich der Ethnizitaten auf die asiatische und
kaukasische Bevolkerung begrenzt.
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= Einfluss der Transplantationsart auf die Gesamtexposition

Die dosisnormierten Gesamtexpositionen von Lebertransplantierten sind im
Vergleich zu Nieren- bzw. Herztransplantierten um Faktor 3,4 bis 4,7 in

Erwachsenen und in ahnlicher Héhe auch in der padiatrischen Population erhoht.

Es wurden in die Literaturanalyse nur pharmakokinetische Studien eingeschlossen,
die nach einem Monat oder mehr postoperativ Daten erhoben haben, damit zum
einem die Funktionalitat der Leber wiederhergestellt ist und vergleichbar ist und zum
anderen die Variabilitdt der pharmakokinetischen KenngroRe der AUCss niedriger
wird. Die metabolische Aktivitat der Leber, mit der Tacrolimus oxidativ Uber die
Cytochrome P4503A4 und P4503A5 verstoffwechselt wird, findet nach diesem
Zeitraum wieder statt. Die dosisnormierten AUCss weisen darauf hin, dass neben
dem Einfluss des Phase-I-Enzyms CYP3A5 auch andere Leberparameter einen
moglichen Einfluss auf die Gesamtexposition von Tacrolimus haben kénnen. Diese

Informationen werden aber in den Studien nicht naher beschrieben.

Eine weitere Erklarung fur die hohen Werte kann auch mit der Zeit der Ischamie bei
der Organtransplantation und der dadurch beeinflussten Organfunktion

zusammenhangen.

Analytische Fehlmessungen Uber die verwendeten Immuno-Assays kénnten auch

die hdheren Werte erklaren.
= Einfluss der Altersklasse auf die Gesamtexposition

Die Werte der Gesamtexpositionen fallen in den padiatrischen Populationen
deutlich niedriger aus vergleichsweise mit denen der erwachsenen Daten. Je nach

Ethnizitat und Transplantationsart sind die Unterschiede zwischen Faktor 2 und 6.

Dies kann durch die Unterschiede der Gesamtkorper-Clearance in den
Altersklassen erklart werden. Kinder haben gegenuber Erwachsenen eine erhohte
Gesamtkorper-Clearance (Wallemacq et al. 1998; Wallemacq und Verbeeck 2001;
Undre und Moller 1994).

In der Literatur werden flr Lebertransplantierte Kinder auf das Koérpergewicht
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normierte Werte von 2,3mL/min/kg im Vergleich zu Erwachsenen 1,0mL/min/kg
angegeben (Wallemacq et al. 1998; Wallemacqg und Verbeeck 2001; Jusko et al.
1995).

Bei Nierentransplantierten ist das Verhaltnis zwischen beiden Gruppen &ahnlich
(2,1mL/min/kg vs. 1,6mL/min/kg) (Trompeter et al. 2002).

Dieser klinisch bedeutsame Unterschied impliziert eine 1,5 — 2-fach hohere
Dosierung der immunsuppressiven Arzneimitteltherapie bei Kindern im Vergleich zu
Erwachsenen. Eine offene, randomisierte, multizentrische Studie an
lebertransplantierten Kindern und Erwachsenen hat dies durch den Vergleich von
Dosierungen und Talspiegeln von Kindern und Erwachsenen ermittelt (Wallemacq
et al. 1998; Wallemacq und Verbeeck 2001; Undre und Maéller 1994).

Infolge des Mangels der Gesamtexpositionen fur die speziellen eingeteilten
Altersklassen bei Kindern (Neugeborene, Saugline, Vorschulkinder, Schulkinder
und Heranwachsende gemal} ICH konnte nicht weiter in die einzelnen Gruppen
unterteilt werden. Dies ist fur eine genauere Beurteilung der Daten notwendig, um

die Unterschiede der Entwicklungspharmakologie mit einzubeziehen.
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= Einfluss des Genotyps des CYP3A5 auf die Gesamtexposition

Der Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3AS5 hat auf die Gesamtexposition
einen Einfluss. Expresser, die mindestens ein Allel *1 enthalten (CYP3A5*1/*1 bzw.
CYP3A5*1/*3) haben eine niedrigere Exposition als Nicht-Expresser
(CYP3A5*3/*3).

Dai et al. 2006 haben eine hohere Enzymaktivitat des CYP3AS5 fur Tacrolimus
Expresser um Faktor 2 bis 3 festgestellt, die auf das Ausmal’ der oralen Clearance
Einfluss nimmt. Die systematische Ubersichtsarbeit von Barry et al. hat gezeigt,
dass je nach Genotyp des CYP3AS die orale Clearance bis zu 65% in Nicht-
Expressern vermindert sein kann (Barry und Levine 2010).

Es gibt daher fur die genetischen Subgruppen unterschiedliche
Dosierungsempfehlungen (Hesselink 2003; Jonge et al. 2013). Dies wurde sowohl
in zahlreichen Studien retrospektiv wie auch in einer prospektiven randomisiert
kontrollierten Studie ermittelt (Kuypers, Dirk R J et al. 2010)

Je nach Genotyp lassen sich damit therapeutisch wirksame und sichere Wirkspiegel
einstellen, um die lebensnotwendige immunsupprimierende Wirkung zu erreichen

unter gleichzeitiger Kontrolle einer gefahrlichen OrgantransplantationsabstoRung.
= Tacrolimus und seine immunsuppressive Komedikation

In der Regel wird neben der Gabe des Calcineurin-Inhibitors eine Kombination aus
Glukokortikoiden, Mycophenolat-Mofetil und Tacrolimus zur Immunsuppression

nach einer Organtransplantation gegeben.

Diese Komedikation kann mitunter Einfluss auf die Tacrolimus-Spiegel haben und
damit die sichere und effektive Arzneimitteltherapie gefahrden. Anglicheau et al.
2003 haben gezeigt, dass die Gabe von Glukokortikoiden, die zu den
Standardtherapien einer Organtransplantation zahlt, zu einer erhdhten Tacrolimus
— Clearance und damit zu niedrigeren Wirkspiegeln fuhrt (Anglicheau et al. 2003).
Dieser Effekt wurde zuvor mit Ratten festgestellt (Shimada 2002).

59



Systematische Literaturrecherche und Meta-Analyse

Die gleichzeitige Gabe von Tacrolimus und Mycophenolat-Mofetil hat auf Seiten des
Mycophenolat-Mofetils zu héheren Wirkspiegeln geflhrt, was fur die Dosisfindung

der Komedikation von Bedeutung ist (Zucker et al. 1997).

In dieser Dosisnormierung wurde nicht im Detail auf den Einfluss der
immunsuppressiven Komedikation auf die Gesamtexposition von Tacrolimus
eingegangen. Jedoch wurde sichergestellt, dass bei den eingeschlossenen Studien

vergleichbare Arzneimittel fur die Immunsuppression verwendet wurden.
= Einordnung der Dosierungsregime mit Literaturangaben

Die Initialdosierungen von Tacrolimus in den Organtransplantationen richten sich
nach den Vollblutspiegeln der Patienten. Bei Nieren- und Lebertransplantationen
werden in den ersten drei Monaten Spiegel zwischen 10 und 15ug/L eingestellt,
wahrend Herztransplantierte im therapeutischen Bereich von 10 bis 18ug/L titriert

werden (Armstrong 2002).

Nach 3 Monaten werden als Erhaltungsdosis Blutspiegel von 5 und 10ug/L bei
Nieren- und Lebertransplantierten empfohlen. Herztransplantierte werden auf

Spiegel zwischen 8 und 15ug/L eingestellt.

Die Therapieregime der eingeschlossenen Studien beziehen sich auf Nieren-,
Leber- und Herztransplantationen. Alle Studien haben Dosierungen betrachtet, die

sich an die Richtlinien der Transplantationsgesellschaften orientieren.
= Einordnung der Meta-Analyse in die Literatur

Es gibt zwei Meta-Analysen in der Literatur, die den Effekt des Einzelnukleotid-
Polymorphismus auf die Dosierungsempfehlung von Tacrolimus an 1.443 und 2.028
Patienten untersucht haben (Tang et al. 2011; Terrazzino et al. 2012). Beide haben
festgestellt, dass Expresser-Genotypen signifikant niedrigere Dosierungen
bendtigen als Nicht-Expresser. Tang et al. (2011) hat die akute
Organtransplantationsabstof3rate in Nieren- und Lebertransplantierten ausgewertet

und Terrazzino et al. (2012) die akute AbstoRungsrate in Nierentransplantierten.

Das Ergebnis der in dieser Dissertation durchgefuihrten Meta-Analyse war
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konsistent mit den bereits aus der Literatur beschriebenen Fakten. Der Unterschied
zwischen den beiden genetischen Subgruppen konnte bestatigt werden. Ein
wesentlicher Unterschied zu der von Terrazzino et al. (2012) beschriebenen Meta-
Analyse war, dass als pharmakokinetische KenngrofRe die Gesamtexposition von

Tacrolimus berucksichtigt worden ist anstatt der Talspiegel/Dosis — Ratio.
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2.5.2 Fazit

Die Dosisnormierung ist ein gutes Werkzeug, um Gesamtexpositionen von
Tacrolimus verschiedener Transplantationstypen, Ethnizitdten und Altersklassen

miteinander vergleichen zu konnen.

Lebertransplantierte scheinen auch noch nach einem Monat nach einer
Transplantation eine deutlich hohere Tacrolimus-Exposition aufzuweisen als

Nieren- bzw. Herztransplantierte.

Hingegen Kinder haben aufgrund einer erhéhten Clearance deutlich niedrigere

Expositionen bei allen Transplantationsarten im Verhaltnis zu Erwachsenen.

Die Ethnizitaten sind allerdings wohl so heterogen hinsichtlich ihres Metabolismus,
dass sich kein Expositonsunterschied zwischen Asiaten und Kaukasiern darstellt.
Man muss schon auf die Ebene des genetischen Einzelnukleotid-Polymorphismus
gehen, hier am Beispiel vom CYP3A5 Expresser, um abhangig von der genetischen

Disposition eine unterschiedliche Tacrolimus-Exposition zu erhalten.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Dosierungen nach Alter, Transplantationstyp
und CYP3AS5 Genotyp unterschiedlich ausgewahlt werden mussen.

Im nachsten Kapitel der Dissertation wurde ein physiologiebasiertes
pharmakokinetisches Modell in gesunden Erwachsenen unter Berticksichtigung des
Einzelnukleotid-Polymorphismus  entwickelt, um ein Vorhersage-Tool zu
generieren, dass in der Lage ist, das Therapeutische Drug Monitoring in der
immunsuppressiven  Arzneimitteltherapie auf Basis der Gesamtexposition
darzustellen. Diese Optimierung kann dann fur unterschiedliche Populationen
hinsichtlich der Ethnizitat, der Altersklasse und der genetischen Ausstattung und fur
verschiedene Transplantationstypen als Ausgangsbasis dienen, um die
Dosisfindung einer effizienten und sicheren Arzneimitteltherapie fur die Patienten

schneller zu erreichen.
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3 Physiologiebasiertes pharmakokinetisches Modell von
Tacrolimus in gesunden Erwachsenen

3.1 Hintergrund des Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3A5

In etwa 80 % aller in Packungsbeilagen von Arzneimitteln erwahnten
pharmakogenomischen Besonderheiten sind genetische Veranderungen von

metabolisierenden Enzymen (Food and Drug Administration 2013) aufgeflhrt.

Mutationen in den Phase-lI- und Phase-ll-Enzymen, die zu Uber 90 % durch
Einzelnukleotid-Polymorphismen bedingt sind (Loffler et al.), fuhren bei den

Wirkstoffen zu:

= einer erhohten oder verminderten Arzneimittel-Clearance des Wirkstoffs oder

seines Metaboliten

= einer erhOhten oder verminderten Umsetzung des Prodrugs in die aktive

Wirkkomponente

= einer erhohten oder verminderten Bildung des toxischen Metaboliten eines
Wirkstoffs (European Medicines Agency, CHMP 2014)

Das Enzym des Cytochrom-Komplexes P4503A5 wird polymorph exprimiert und es
sind derzeit mehr als 25 unterschiedliche Allele von ihm bekannt (Roy et al. 2005;
Xie et al. 2004; Solus et al. 2004).

Der Einzelnukleotid-Polymorphismus im CYP3A5*3-Allel fuhrt Gber einen
Spleifehler im Intron 3 zu einer um einen Faktor 2 bis 3 verminderten
Enzymaktivitat gegenuber dem Wildtypallel CYP3A5*1 (Haufroid et al. 2006; Kuehl
et al. 2001; Liu et al. 2004).

Auf Basis dieser veranderten Enzymaktivitaten werden die Bevolkerungen in die
genetischen Subgruppen der Expresser (CYP3A5*1/*1 bzw. CYP3A5*1/*3) und der
Nicht-Expresser (CYP3A5*3/*3) eingeteilt (Hesselink et al. 2005).

Die Haufigkeit dieses Einzelnukleotid-Polymorphismus ist in den Ethnizitaten
unterschiedlich stark ausgepragt. Unter der kaukasischen Bevolkerung haben uber
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85 % der Bevdlkerung den Genotyp CYP3A5*3/*3, hingegen betragt bei Afrikanern
die Haufigkeit 17 % (Roy et al. 2005). Bei Kaukasiern wiederum ist der Wildtyp unter
5 % vertreten, unter Afrikanern aber zwischen 10 und 25 % (Roy et al. 2005). Es
konnte festgestellt werden, dass Expresser-Genotypen die doppelte Dosis von
Tacrolimus im Verhaltnis zu Nicht-Expresser-Genotypen bendtigen, um gleiche
therapeutische Wirkspiegel zu erreichen (Hesselink et al. 2005). Dieses Phanomen

wurde auch bei Kindern gefunden (Gijsen et al. 2011).

Eine prospektiv randomisiert kontrollierte Studie konnte belegen, dass eine
Genotyp-basierende Dosierempfehlung ein schnelleres Erreichen wirksamer und
sicherer Wirkspiegel fordert, bei dem weniger Dosisanpassungen notwendig

werden (Gijsen et al. 2011).

Die Europaische Arzneimittelagentur fordert die Durchfuhrung pharmakokinetischer
und  pharmakogenomischer  Studien, um eine  altersgerechte  und
patientenindividuelle Dosisempfehlung flr eine Arzneimitteltherapie geben zu

konnen (European Medicines Agency, CHMP 2014).

Laut EMA soll die Pharmakogenomik frth in die Prozesse der
Arzneistoffentwicklung und der klinischen Studien einbezogen werden, um
Dosierungs- und Therapieempfehlungen machen zu kénnen, die eine sichere und
effiziente Arzneimitteltherapie garantieren (European Medicines Agency, CHMP
2014).

Das Studiendesign pharmakogenomischer Studien soll auf der Basis von
pharmakokinetischen in silico Simulationen erfolgen, die genetische
Besonderheiten wie Einzelnukleotid-Polymorphismen integrieren (European
Medicines Agency, CHMP 2014).

Auch die EMA unterstreicht, dass Meta-Analysen einen wesentlichen Beitrag an der
Gewinnung der bestmdglich bereits bekannten empirischen Daten haben. lhre
Ergebnisse Uber den Einzelnukleotid-Polymorphismus wie den des CYP3AS5 soll fur
eine Erstellung eines physiologiebasierten pharmakokinetischen Modells nutzbar

gemacht werden.
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3.2 Problemstellung

Bisher veroffentlichte physiologiebasierte pharmakokinetische (PBPK-) Modelle des
Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus kdnnen Verteilungs- und Eliminationsprozesse von
Tacrolimus im Vollblut nicht vollstandig darstellen bzw. nutzen als Basis der
Modellentwicklung Tacrolimus-Talspiegel bzw. Spiegel nach 2 Stunden (Barter et
al. 2010; Gérard et al. 2014).

Tacrolimus verteilt sich durchschnittlich 15-fach hoher im Vollblut als im Plasma
durch eine reversible Bindung an ein Protein in den Erythrozyten (Venkataramanan
et al. 1995; Staatz und Tett 2004). Dies fiihrt zu einer besonderen Verteilung, die
man insbesondere nach intravendsen Applikationen in einem zweiphasigen ps-Zeit-
verlauf sieht (Astellas Pharma GmbH 2006).

Zusatzlich verhindert die Bindung an die Erythrozyten die Elimination von
Tacrolimus (Chow et al. 1997; Jonge et al. 2012) Der Einzelnukleotid-
Polymorphismus des CYP3AS5 hat Einfluss auf den Metabolismus der Verbindung

und somit auf den Eliminationsprozess (Dai et al. 2006).

Die Datengrundlage flr die Erstellung des PBPK-Modells soll anstatt des bisher in
der Literatur publizierten Modells (Gérard et al. 2014) keine Talspiegel nutzen,
sondern die pharmakokinetische KenngroRe der AUC zur Basis haben, weil es auf
der Basis eines Konzentration-Zeit-Verlaufs gegenlber der punktuellen Messung
eines Spiegels die pharmakokinetischen Besonderheiten integriert und die

Dosisfindung in Transplantierten richtiger treffen kénnte.

Angesichts der langen Wartezeit auf ein Spenderorgan und der Besonderheit der
genetischen  Subgruppen durch den Einzelnukleotid-Polymorphismus des
metabolisierenden Enzyms CYP3AS ist die Erstellung eines PBPK-Modells fur
Tacrolimus von groRer Bedeutung. Hiermit konnte die immunsuppressive
Arzneimitteltherapie der gefahrdeten Bevolkerungsgruppe der

Organtransplantierten optimiert werden.
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3.3 Fragestellung und Ziel

Im Rahmen dieser  Dissertation  wurde ein physiologiebasiertes
pharmakokinetisches Modell fur Tacrolimus unter Berlcksichtigung des

Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3AS5 erstellt.

Die aus der systematischen Literaturrecherche ermittelten physikochemischen und
pharmakokinetischen Charakteristika der Substanz wurden als Datenbasis fur die
Software Simcyp® genutzt, um ein PBPK-Modell fiir gesunde Erwachsene zu
entwickeln. Dies soll zuerst in gesunden Erwachsenen fur intravenose

Dosierungsregime erstellt werden.

Im zweiten Schritt sollten dann die Ergebnisse aus dem PBPK-Modell nach
intravendser Administration auf die perorale Applikation Ubertragen werden, woftr

die Absorptionsvorgange in das Modell integriert werden mussten.

Das PBPK-Modell wurde mittels bereits vorhandener PK-Literaturdaten von
gesunden Erwachsenen evaluiert, um die Eignung fur die klinische Praxis zu

Uberprufen.

Insbesondere fur die zwei aufgrund des genetischen Polymorphismus auftretenden
Subgruppen in der Bevolkerung wurde die AUC fur den jeweiligen Einzelnukleotid-
Polymorphismus simuliert, um das Potential eines PBPK-Modells hinsichtlich der
Berlcksichtigung pharmakogenomischer Besonderheiten zu Uberprufen und den

Nutzen flr den klinischen Alltag herauszustellen.
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3.4 Methode
3.4.1 Prinzip und Aufbau des PBPK-Modells fiir Tacrolimus

3.4.1.1 Anwendung und Funktion des PBPK-Modells fiir Tacrolimus

Akute AbstoRungsepisoden treten bei der Mehrzahl von transplantierten Patienten
innerhalb eines Jahres nach der Organtransplantation auf. Im Mittel haben
herztransplantierte Patienten 1,3 Abstol3ungsepisoden im ersten Jahr nach einer
Herztransplantation (Kobashigawa et al. 1998; Kobashigawa und Meiser 2005;
Hauptman und Mehra 2005).

PBPK-Modelle  konnen die Quote einer sicheren und effizienten
immunsuppressiven Arzneimitteltherapie durch die Vorhersage der menschlichen
Dosis und der Entwicklung neuer Formulierungen optimieren. Der Einzelnukleotid-
Polymorphismus im metabolisierenden Phase-I-Enzym CYP3AS teilt die
Bevolkerung in die genetischen Subgruppen der Expresser- und der Nicht-
Expresser-Genotypen.

Der Expresser-Genotyp zeigt eine hohere Enzymaktivitat als die andere Gruppe und
bedarf einer angepassten immunsupprimierenden Tacrolimus-Dosis (Haufroid et al.
2006; Kuypers et al. 2007; Mourad et al. 2006).

Eine Vorhersage der pharmakokinetischen Teilprozesse Absorption, Distribution,
Metabolisierung und Exkretion (ADME) mittels eines PBPK-Modells kann die

Dosierungs- und Therapieempfehlungen patientenindividuell absichern.

3.4.1.2 Modellstruktur

Physiologiebasierte pharmakokinetische Modelle integrieren das Wissen uber
physiologische Prozesse mit den bereits bekannten physikochemischen
Charakteristika bzw. gemessenen und bekannten pharmakokinetischen
Informationen Uber eine Verbindung mit dem Ziel, die komplexen
pharmakokinetischen ADME-Prozesse in Form der Konzentrations-Zeit-Profile zu

simulieren.
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Neben den physiologischen Eigenschaften (wie z.B. dem Hamatokritwert) werden
anatomische Gegebenheiten (z.B. Wasser- und Fettanteil des Koérpers) und
physikochemische Eigenschaften der entsprechenden Verbindung (wie z.B.

Lipophilie) bertcksichtigt.

Hierin unterscheiden sich die PBPK-Modelle von rein mathematischen Ansatzen,
die experimentell abgeleitete Konzentrations-Zeit-Profile in Form von
mathematischen Funktionen beschreiben, um pharmakokinetische Kenngrolien
(wie z. B. Cmax, tmax, t1/2) zu berechnen. PBPK-Modelle haben einen mechanistischen

Ansatz, der die Disposition eines Arzneimittels im menschlichen Korper vorhersagt.

PBPK-Modelle haben das Ziel, die Wechselwirkung zwischen dem Arzneimittel und
dem Organismus maglichst realistisch zu beschreiben und die Vorhersage von
Konzentrations-Zeit-Verlaufen  auf  physiologische und physikochemische

Gegebenheiten zu stutzen (Willmann et al. 2003).

Abbildung 9 gibt eine grobe Ubersicht tiber die in das PBPK-Modell von Tacrolimus

inkorporierten Teilprozesse.

Phase 1 beschreibt die Absorption von Tacrolimus. Fur den Fall der intravendsen
Applikation  kénnen  die  Absorptionsprozesse im  Gastrointestinaltrakt
unberticksichtigt bleiben, wahrend diese fir die perorale Applikation von Tacrolimus

von grolRer Bedeutung waren, wie im Folgenden ausfihrlich beschrieben wird.

Phase 2 widmet sich der Verteilung von Tacrolimus aus dem zentralen

Blutkompartiment in die roten Blutzellen.
Phase 3 zeigt die Verteilung von Tacrolimus an seinen Wirkort, die T-Zellen.

Der Metabolismus wird in der Phase 4 erlautert, aus der hervorgeht, das Tacrolimus
nicht renal eliminiert wird, sondern vielmehr in der Leber und im Darm metabolisiert
wird (Dai et al. 2006; Staatz und Tett 2004).
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Abbildung 9 Ubersicht iiber die ADME-Prozesse von Tacrolimus im Organismus

Dargestellt ist eine intravendse (Spritze) bzw. perorale (Tablette) Administration von Tacrolimus.

Phase 1 Absorption von Tacrolimus erfolgt nach einer intravenésen bzw. peroralen Applikation in der
Regel schnell, innerhalb von 1 bis 2 Stunden. Die Bioverfiigbarkeit betragt zwischen 20 und
25 %.

Phase 2 Tacrolimus bindet stark an die Erythrozyten und fiihrt zu einem 15-fach héheren Blut-

Konzentrations-Verhaltnis. Dieses Verhaltnis ist von der Konzentration von Tacrolimus und
vom Hamatokritwert abhangig. Tacrolimus bindet sich tber 98 % an Plasmaproteine.
Hauptbindungspartner sind Serumalbumin und das saure a-Glycoprotein.

Phase 3 Die Hemmung der Interleukin-2-abhangigen T-Zell-Aktivierung ist der
Wirkungsmechanismus von Tacrolimus.
Phase 4 Tacrolimus wird fast ausschlieBlich via CYP3A4 und CYP3AS5 in der Leber und im Darm

metabolisiert, bevor es ausgeschieden wird. Die renale Elimination hat keine grof3e
Bedeutung fur die Eliminationsprozesse.
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Die PBPK-Simulationen wurden mit der kommerziell erhaltlichen Software Simcyp®
(Simcyp Ltd.) durchgefuhrt. Sie wird fur Simulationen und Vorhersagen der
Variabilitat der Bevolkerung einer Ganzkorper-Kinetik bzw. Arzneimittelinteraktion
genutzt. Hierzu werden virtuelle Populationen erzeugt, die Uber demographische,
physiologische und pathologische, genetische und ethnische Eigenschaften

definiert werden konnen.

In dem der Software zugrunde liegenden Minimal-PBPK-Modell wird der
menschliche Korper von den vier Organ-Kompartimenten Zentralkompartiment,
Pfortader, Leber und einzeln angepasstes Kompartiment (single adjusted
compartment (SAC)) reprasentiert (siehe Abbildung 10).

Das einzeln angepasste Kompartiment dient der Adjustierung der Konzentrations-
Zeit-Profile im Zentralkompartiment und ist kein physiologisches Kompartiment. Es
beinhaltet organ- und gewebespezifische Kompartimente mit Ausnahme jener der
Leber und der Pfortader. Das SAC kann in dem verwendeten Modell
Verteilungsprozesse in das Kompartiment der Erythrozyten widerspiegeln, weil die
Verteilung in die roten Blutzellen eine signifikante Auswirkung auf das

Verteilungsvolumen von Tacrolimus hat.

Die Kompartimente hangen Uber gewebe- und organspezifische Blutflussraten
miteinander zusammen und der Massentransport wird uber
Massenerhaltungsgleichungen beschrieben, denen kombinierte

Differentialgleichungen zugrunde liegen.

Fur die Kompartimente der Leber und der Pfortader ergeben sich organspezifische
Konzentrations-Zeit-Verlaufe, die fur eine Berechnung von pharmakokinetischen
KenngroRen herangezogen werden konnen (Jamei et al. 2009) (Simcyp® Version
13.2).

Ein peroral appliziertes Arzneimittel muss erst im Zentralkompartiment absorbiert
werden, um wirksam sein zu konnen. Die perorale Applikation stellt im Fall von
Tacrolimus die bestmdgliche Darreichungsform fur die Anwendung in der klinischen

Praxis dar, sofern es die Konstitution der Patienten erlaubt.
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Abbildung 10 Minimal-PBPK-Modell fiur Tacrolimus

Dargestellt sind in gelb und griin die vier Kompartimente, die Simcyp bei der Verwendung des Minimal-PBPK-Modells benutzt.

CL+ = hepatische Clearance; CLr = renale Clearance; ka = Absorptionskonstante;

kin = Geschwindigkeitskonstante in das einzeln angepasste Kompartiment (SAC);

kout = Geschwindigkeitskonstante aus dem SAC; Qu = Blutfluss der Leber zum Zentral-Kompartiment; Qua = Blutfluss des Zentral-Kompartiments zur Leber,
Qpv = Blutfluss der Pfortader Quelle: mit freundlicher Genehmigung, Simcyp ® Hilfe V.13.2
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Die orale Bioverfugbarkeit eines Arzneimittels ist die Fraktion der Dosis, die
unverandert die systemische Zirkulation erreicht. Sie berechnet sich aus dem
Produkt der Fraktion der Dosis, fa, die den Zellularraum der Enterozyten erreicht,
der Fraktion des Arzneimittels, Fs, die dem First-Pass-Metabolismus im Darm
entgeht, und der Fraktion des Arzneimittels, Fun, die dem First-Pass-
Metabolismus in der Leber und der biliaren Sekretion entwischt.

Forat = fa F¢ Fy Formel 24

Die Fraktion fa wird durch die Darreichungsform (PartikelgroRe und -form;

Uberziige und Tragerstoffe, die Einfluss auf die Auflésung, Desintegration oder
Deaggregation eines Wirkstoffs haben), die physikochemischen Eigenschaften
der Verbindung (L6éslichkeit und lonisation, die die Auflésung, Permeabilitat bzw.
chemische Stabilitat beeinflussen) und physiologische Parameter wie die
Magenentleerungszeit, den Durchgang durch den Gastrointestinaltrakt (GIT) und
die Motilitat des GIT; den pH-Wert der unterschiedlichen Abschnitte im GIT und

die Sekretion und Reabsorption in diesen Arealen beeinflusst (Jamei et al. 2009).

Fe wird durch die Haufigkeit und Lokalisation der Transporter und Enzyme im
GIT bestimmt. Weiter haben demographische Charakteristika wie Alter,
Geschlecht, Ethnizitat und Krankheitszustand Einfluss auf die Bioverfugbarkeit

des Arzneimittels (Jamei et al. 2009).

Das ,Advanced Dissolution Absorption and Metabolism® (kurz: ADAM)-Modell
wurde in die  Simcyp®-Benutzeroberfliche eingearbeitet, um die
Arzneimittelabsorption aus dem Darm zu beschreiben. Es wurde aus zwei
anderen Modellen, dem ,Compartmental Absorption Transit* (CAT)-Modell und

dem ,Advanced Compartmental Absorption Transit* (ACAT)-Modell entwickelt.

Der Darm wird in neun definierte Teilsegmente geteilt. Jeder
Arzneimittelabsorptionsvorgang wird mittels einer mathematischen Funktion
beschrieben, in die die Freisetzung aus der Darreichungsform, Auflésung,
Fallung, luminale Degradation, Permeabilitat, Metabolismus, Transportvorgange
und die Transitzeit von einem Segment zum nachsten eingehen. Es wird

angenommen, dass die Absorption im Magen im Vergleich zum Dunndarm
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vernachlassigbar ist und dass der Durchgang der flissigen bzw. festen
Arzneiform mit einer Kinetik erster Ordnung beschrieben werden kann. Der
Arzneistoffmetabolismus im Dickdarm ist im Verhaltnis zum Dunndarm

vernachlassigbar (Jamei et al. 2009).

Die Verteilungsvorgange im menschlichen Organismus wurden aufgrund der
physikochemischen Charakteristika von Tacrolimus berechnet. Hierbei
beschreibt die pharmakokinetische KenngroRe das Verteilungsvolumen eines
Arzneimittels im Steady-State (Vss), wie sich der Wirkstoff jeweils zwischen

Organen und Plasma sowie Blutzellen und Plasma aufteilt.

Verteilungskoeffizienten charakterisieren dieses Verhalten. In die Simcyp®-
Software ist aufgrund mangelnder Daten Uber Verteilungskoeffizienten ein
mechanistisches Vorhersage-Tool (Methode 1) inkorporiert worden, das Uber
eine modifizierte Formel von Poulin und Theil fir die Berechnung der
Verteilungskoeffizienten zur Verfligung steht und damit ein Verteilungsvolumen
im Steady-State abschatzt (Berezhkovskiy 2004; Poulin und Theil 2002).

Die Verteilungskoeffizienten sagen die Verteilung eines Arzneistoffs in die
Kompartimente voraus, die Verteilungsrate der ,Permeationsparameter ergibt

sich aus dem Produkt von Permeabilitat und Oberflache (Willmann et al. 2003).

Ein bestimmter Wirkstoff verteilt sich in die Kompartimente des Korpers in
Abhangigkeit von der GroRe der Gewebe und Organe und ihrer
Zusammensetzung aus Extrazellular- und Intrazellularwasser, neutralen Lipiden,
neutralen bzw. sauren Phospholipiden und an Bindungsproteinen in jedem
Gewebe bzw. Organ. Diese fur die Berechnung mit der Methode 1 bendtigten
Daten wurden in der Simcyp®-Bevolkerungsoberflaiche aus zahlreichen Studien
hinterlegt. Bei nicht vorhandenen humanen Daten Uber saure Phospholipide und
Bindungsproteine wurde auf rattenspezifische Daten zurlickgegriffen (Simcyp®
Version 13.2).

Die Metabolisierung und die Elimination werden im PBPK-Modell auf der Basis
von aus der Literatur bereits bekannten pharmakokinetischen Parametern Uber

die Eingabeparameter der Clearances beschrieben. Simcyp® verfligt Uber ein
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Vorhersage-Tool der fur die Enzymkinetik bedeutsamen intrinsischen Clearance
der metabolisierenden Enzyme. Es konnen fur unterschiedliche Genotypen von
polymorphen Enzymen des Cytochrom-Komplexes P450 spezifische Clearance-
Werte in die Software eingegeben werden. Die Vorgehensweise wird im Kapitel

3.4.1.4 ausfuhrlich beschrieben.

3.4.1.3 Populationspharmakokinetische physiologiebasierte
Simulationen

Das Vollblutkonzentrations-Zeit-Profil eines Individuums, das fir die

Beschreibung der Pharmakokinetik von Tacrolimus betrachtet wird, kann nun mit

Hilfe der zuvor genannten Angaben und Regulierungseinstellungen simuliert

werden.

FUr diese pharmakokinetischen Simulationen muss die Populationscharakteristik
wie Alter, Ethnizitdt, Geschlecht und Gewicht definiert werden. In der
Simulationssoftware ist hierfir eine Anzahl von Bevolkerungspopulationen
hinterlegt, wovon fur das PBPK-Modell von Tacrolimus die
Bevolkerungspopulation  ‘Sim-Healthy  Volunteer* benutzt wurde. Der
Programmbetreiber hat Bevolkerungsdatenbanken auf Grundlage zahlreicher
Literaturdaten erstellt, die im Fall der ‘Sim-Healthy Volunteer-Population
populationsspezifische Charakteristika einer gesunden nordeuropaischen

kaukasischen Bevolkerung reprasentieren.

Fur diese Bevolkerung sind in der Bevodlkerungsdatenbank demographische
Daten wie Altersminimum und -maximum, Gewicht, Grél3e und Body-Mass-Index
(BMI) hinterlegt, die nach Bedarf geandert werden kénnen. Auch die Frequenzen
fur das Vorkommen der jeweiligen Allele der polymorph vorliegenden Enzyme
CYP3A4 und CYP3A5 konnen je nach der zu simulierenden Population im

Einklang mit der Literatur adjustiert werden.

In der kaukasischen Bevolkerung sind in der Bevolkerungsdatenbank 85 % der
Individuen mit einem Nicht-Expresser-Genotyp (CYP3A5*3/*3) hinterlegt, bei
Asiaten haben etwa 45 % diese genetische Veranlagung. Eingabeparameter fir
die Clearance stellen mittlere Werte aus der Literatur dar, weil es interindividuelle

Unterschiede gibt. Die Schwankungen innerhalb der populationsspezifischen
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Charakteristika konnen durch Simulation von mehreren Individuen
Beriicksichtigung finden. So bietet Simcyp® die Simulation von einer wahren

Population (virtual population) von bis zu 1000 Individuen an.

Wenn man eine Parametrisierung vom Altersminimum und Altersmaximum und
dem Anteil der weiblichen Bevolkerung einer Population definiert, werden die
anderen populationsspezifischen Eigenschaften Uber einen Zufallsgenerator
vom Programm basierend auf den hinterlegten Populationscharakteristika
zugeordnet. Es werden so nur physiologisch realistische Individuen generiert

(Simcyp® Version 13.2).

3.4.1.4 Parametrisierung der intrinsischen Clearance fiir die
unterschiedlichen Genotypen des CYP3A5

Die Metabolisierungs- und Eliminationsprozesse werden im Wesentlichen durch
die Eingabe von Clearance-Werten ermdglicht. Dabei bietet Simcyp® drei

unterschiedliche Mdglichkeiten:
1. In vivo-Clearance

Hier kbnnen fir den spezifischen Arzneistoff Eingabeparameter aus der
Literatur fur die intravendse bzw. orale Clearance eingegeben werden und die

Beteiligung des CYP3A an der Metabolisierung definiert werden.
2. Whole Organ Metabolic Clearance

Die Software bietet die Madglichkeit, Daten aus der Literatur Uber die
intrinsischen Clearances in der Leber, dem Darm bzw. der Niere

einzupflegen.
3. Enzym-Kinetik

In diesem Teil des Programms kann der Benutzer intrinsische Clearances fur
bestimmte Enzyme des Cytochrom-Komplexes und flr die unterschiedlichen

Allele des jeweiligen Enzyms eingeben.

Des Weiteren ist die Eingabe der renalen Clearance und einer zusatzlichen

(Additional Clearance) und biliaren Clearance moglich, sofern es
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literaturreferenzierte Daten daflr gibt.

Fir das Tacrolimusmodell wurde als Clearance-Konzept die Enzym-Kinetik von
Simcyp® benutzt und die Vorgehensweise wird im Nachfolgenden explizit

dargestellt.

3.4.1.5 Retrograde-Modell

Besteht ein Mangel an Literaturdaten hinsichtlich der intrinsischen Clearance
eines Wirkstoffs, bietet die Software ein Vorhersage-Tool an, das auf Basis einer
in vivo eingegebenen Clearance und der prozentualen Eingabe des
Metabolismus der Cytochrom-Enzyme intrinsische Clearances fir die

Leberenzyme berechnet (Retrograde Modell).

Dai et al. (2006) haben fur das CYP3A4 und CYP3AS5 in vitro gemessene Daten
der intrinsischen Clearance veroffentlicht (Dai et al. 2006). Hierbei wurde aber
nicht weiter bei den polymorphen Enzymen in die unterschiedlichen Allele
stratifiziert und auch nur der Metabolismus zu zwei Metaboliten, dem am C12
hydroxylierten und dem am C31 demethylierten Tacrolimus, wurde beschrieben,
obwohl mehr als zehn Metabolite bekannt sind (lwasaki et al. 1995)
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Die systemische in vivo-Clearance wurde aus der Literatur fur Tacrolimus

ermittelt.

Tabelle 6 Clearance von Tacrolimus

Wert

Clearancej, [L/h/kg] 4h-Infusion [L/h /kS_I] Referenz
Kaukasier Intravends 0.0288 Moller et al. 1999
Kaukasier Intravends 0.046 Mancizrz)cz)l[: etal.

Afro-Amerikaner Intravends 0.041 ManCiz%%[: etal
Lateinamerikaner Intravenos 0.04 Mancizrgablq etal
Kaukasier/Lateinamerikaner ~  Intravends 0.04 Beke;zlgq etal.
Kaukasier Intravends 0.058 Karamz%eorgs et al.
Clearanceora [L/h/kg] 5mg
Kaukasier Oral 0.25 ManC|2rE)%II1| et al.
Afro-Amerikaner Oral 0.31 ManC|2nOe0II1| etal.
Lateinamerikaner Oral 0,37 ManCizl'E%q etal.
Clearancerenal [L/h/kg]
Kaukasier Intravenods 0 Moller et al. 1999
Kaukasier Oral 0 Barter et al. 2010

Far die intravendse und orale Clearance der unterschiedlichen
Bevolkerungsgruppen wurden folgende Populationswerte aus der Literatur

ermittelt.

Hierbei war zu beachten, dass die in der Literatur erhobenen Werte aufgrund der
extensiven Verteilung von Tacrolimus in die Erythrozyten im Vollblut gemessen

worden sind (Mancinelli et al. 2001).

Eingabeparameter fir Clearance-Werte in der Software missen
plasmareferenziert sein (Simcyp® Version 13.2), daher wurde der Wert (ber das

Blut/Plasma-Konzentrationsverhaltnis R (R = 15) umgerechnet
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(Venkataramanan et al. 1995; Staatz und Tett 2004). Danach mussten die
Literaturwerte noch mit dem durch die demographischen Daten bekannten
Gewicht der Studienpopulation (ldeales Korpergewicht (Ideal Body Weight =
IBW) von 73 kg) multipliziert werden, um auf eine mittlere plasmareferenzierte
Clearance von 50,37 L/h (Bereich: 28,47 — 97,46 L/h) zu kommen.

Fur die Berechnung der intrinsischen Clearance-Werte von CYP3A4 und

CYP3A5 wurde dann eine Clearance von 65 L/h angenommen.

Genaue prozentuale Angaben Uber die Metabolisierung von Tacrolimus Uber die
Enzyme CYP3A4 und CYP3AS fehlen, doch es gibt Studien, die beschreiben,
dass das CYP3A4 quantitativ bedeutsamer ist als das CYP3AS5.

Hingegen ist die intrinsische Clearance beim CYP3A5 hoher ausgepragt (Dai et
al. 2006; Barry und Levine 2010). Als Annahme wurde fur die Berechnung mittels
des Retrograde-Modells ein Verhaltnis CYP3A4 zu CYP3AS5 von 60 % zu 40 %

gewahilt.

Die berechneten intrinsischen Clearances fur CYP3A4 und CYP3A5 waren 2,533
ML/min/pmol bzw. 2,246 pL/min/pmol. Barry et al. beschreiben, dass die orale
Clearance flr Tacrolimus bei Nicht-Expressern gegenuber Expressern um bis zu

65 % vermindert sein kann.

Im nachsten Schritt wurden in der Bevdlkerungsdatenbank von Simcyp die Allele
CYP3A5*1/*1 fur Expresser-Genotypen und CYP3A5*3/*3 fur Nicht-Expresser-
Genotypen eingepflegt. Dies ermdglicht, dass die Uber das Retrograde-Modell
berechneten intrinsischen Clearances fur das CYP3A5 weiter in die genetischen
Subgruppen unterschieden werden konnten. Hierfir wurden auf der Basis der in
der Literatur beschriebenen Unterschiede zwischen Expressions- und Nicht-
Expressions-Genotypen Werte von 4 und 0,5 pL/min/pmol angenommen (Dai et
al. 2006; Barry und Levine 2010) und die Clearancewerte an Hand der
beobachteten Daten optimiert. Diese intrinsischen Clearance-Werte beziehen

sich aber nur auf den Metabolismus von Tacrolimus in der Leber.

Es ist bekannt, dass Tacrolimus auch Uber das CYP3A4 und CYP3A5 im

Duodenum metabolischen Prozessen unterliegt, die im Zusammenhang mit der
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oralen Bioverflgbarkeit stehen. Aufgrund des Mangels an literaturreferenzierten
Daten wurde fur die intrinsische Clearance auf Basis humaner intestinaler
Mikrosomen ein Wert von 378 pL/min/mg Protein CYP3A4/CYP3A5 abgeschatzt.

Die Eingaben wurden anhand von Profilen von Expressern und Nicht-Expressern
Uberpruft.
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3.4.2 Erstellung und Evaluation des PBPK-Modells fiir Tacrolimus

3.4.2.1 Workflow der Erstellung eines PBPK-Modells fiir Tacrolimus

Der Arbeitsablauf fir die Erstellung des PBPK-Modells flir Tacrolimus in

gesunden Erwachsenen wird in der Abbildung 11 veranschaulicht.

Literaturrecherche
Physikochemische Eigenschaften des Wirkstoffs
Pharmakokinetische Eigenschaften des Wirkstoffs unter
Berucksichtigung der Pharmakogenomik

U

PBPK-Modell fiir die intravenose Applikation
in gesunden Erwachsenen

<

PBPK-Modell fiir die perorale Applikation
in gesunden Erwachsenen

U

Evaluation des PBPK-Modells
mit bereits vorhandenen Literaturdaten

Abbildung 11 Workflow zur Erstellung eines PBPK-Modells fiir Tacrolimus

Dargestellt sind die einzelnen Teilprozesse wahrend der Erstellung eines physiologie-
basierten pharmakokinetischen Modells. Aus substanzspezifischen Daten wird ein intra-
vendses PBPK-Modell ermittelt, welches durch die Absorptionsprozesse in ein orales
PBPK-Modell erweitert wird, bevor es in transplantierten Patienten Uberprift werden
muss.
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Das PBPK-Modell wurde anhand eines ,Built-Validate-Learn-Refine“-Schemas
entwickelt (Peters 2012).

3.4.2.2 Erstellen - Evaluieren - Lernen - Weiterentwicklungs -
Schema

= Erstellen (Built-Phase)

In diesem Schritt werden alle verfugbaren physikochemischen und
pharmakokinetischen und pharmakogenomischen Daten Uber die ADME-
Prozesse aus der Literatur und aus den Prediction-Tools (Vorhersage-Tools)

ermittelt.

FUr die Evaluation des PBPK-Modells werden geeignete pharmakokinetische

Studien mit Vollblutkonzentrations-Zeit-Profilen ermittelt.

Die physikochemischen Eigenschaften von Tacrolimus, die fur ein PBPK-Modell
wichtig sind, umfassen das Molekulargewicht, die Dissoziationskonstante, den
Verbindungstyp, die Wasserloslichkeit, das Blut/Plasma-
Konzentrationsverhaltnis, den Plasma-Proteinbindungspartner, den
Verteilungskoeffizienten von Octanol und Wasser (logP), die ungebundene
Fraktion im Plasma und Lipoproteinbindungen. Die pharmakokinetischen
Eigenschaften von Tacrolimus, die fir das PBPK-Modell elementar sind, kdnnen

wie folgt eingeordnet werden:
1. Absorptionsparameter

Informationen Uber die Formulierung von Tacrolimus waren fur die
Unterscheidung  einer  schnell  freisetzenden  oder  verzbgerten
Darreichungsform notwendig. Die Permeabilitat von Tacrolimus wurde

bendtigt, um das Permeationsvermdgen von Tacrolimus zu beschreiben.
2. Distributionsparameter

Daten Uber das Verteilungsvolumen von Tacrolimus im Steady-State und der
Verteilungskoeffizienten der unterschiedlichen Gewebe und Organe sind flr

die Beschreibung der Distribution von Tacrolimus im Organismus essentiell.
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3. Metabolisierungsparameter

Clearance-Werte der metabolisierenden Enzyme CYP3A4 und CYP3AS5,
Daten Uber Transportprozesse des P-Glykoproteins und Uber die
Ausscheidungswege von Tacrolimus sind fur die Eingabe der Elimination
wichtig. Alle nicht durch Literatur referenzierten Parameter werden anhand
von Prediction-Tools, die auf in silico-Methoden beruhen, berechnet und fir

die Erstellung des PBPK-Modells verwendet.
= Evaluation (Validation-Phase)

Das in der Built-Phase akkumulierte Wissen Uber die Physikochemie und
Pharmakokinetik von Tacrolimus wird dann fur die Simulation und Vorhersage
von Tacrolimus-Vollblutkonzentrations-Zeit-Profilen verwendet, die mit bereits
aus der Literatur bekannten und geeigneten Konzentrationen Uberprift und
evaluiert werden sind. Hierbei wird ausgehend von einer intravendsen Applikation
das PBPK-Modell erweitert auf ein orales PBPK-Modell in gesunden

Erwachsenen.
* Lernen (Learn-Phase)

Unstimmigkeiten zwischen den vorhergesagten und tatsachlich gemessenen
Werten werden in dieser Phase auf wissenschaftlicher Basis nachvollzogen und
erklart.

=  Weiterentwicklung (Refine-Phase)

Dieses Wissen wird in die Erstellung des endgultigen PBPK-Modells integriert

und das Modell dadurch komplettiert.
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3.4.2.3 Modellerstellung

Nach der systematischen Literaturrecherche Uber die Physikochemie und
Pharmakokinetik von Tacrolimus wurden die Eingabeparameter (s. Tabelle 17)
verwendet, um ein PBPK-Modell fur Tacrolimus in gesunden Erwachsenen zu

erstellen.

Physikochemisch wurden das Molekulargewicht von Tacrolimus, die Saurestarke
von Tacrolimus, der Verteilungskoeffizient logP und das Blut/Plasma-

Konzentrationsverhaltnis R verwendet.

Hingegen wurden auf der Seite der pharmakokinetischen Parameter die
ungebundene Arzneistofffraktion im Plasma und die hepatische und die renale

Clearance benutzt.

Das gewonnene Ausgangsmodell konnte nun mit den bereits aus der Literatur
bekannten Vollblutkonzentrations-Zeit-Profilen verglichen werden. Idealerweise
bietet sich hierfir ein Vergleich mit intravendsen Vollblutkonzentrations-Zeit-
Profilen an, weil bei dieser Applikationsart der Einfluss der gastrointestinalen
Absorption auf’en vor gelassen werden kann und die Pharmakokinetik von
Tacrolimus durch Verteilungs-, Metabolisierungs- und Eliminationsprozesse

beschrieben wird.

Der Verteilungskoeffizient logP beschreibt den logarithmischen Koeffizienten der
Verteilung zwischen n-Octanol und Wasser. Hierdurch wird das physiologische
Verteilungsverhalten eines Arzneistoffes im Korper, zwischen dem Blutplasma
und den Lipidmembranen abgeschatzt. Es handelt sich bei dem Koeffizienten um
einen in vitro-Parameter, der durch unterschiedliche mathematische Modelle
ermittelt wird und als grober Wegweiser flir die Verteilung eines Arzneistoffs
fungiert. Der im PBPK-Modell verwendete Wert von 3,8 konnte die Verteilung von
Tacrolimus adaquat widerspiegeln und war literaturreferenziert (Lucangioli et al.
2003).

Im weiteren Verlauf der PBPK-Modellerstellung wurde dieser Wert als fix
angenommen und nicht mehr veradndert. Beim Uberpriifen der intravendsen

Literaturdaten hat sich ergeben, dass sich Tacrolimus Uber einen zweiphasigen
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Verlauf nach einer intravendsen Applikation verteilt (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12 Vollblutkonzentrations-Zeit-Profil von Tacrolimus nach intravenéser
Applikation

Dargestellt ist der Konzentrations-Zeit-Verlauf einer 4-h-Kurzinfusion von Tacrolimus in gesunden
kaukasischen Erwachsenen (Mancinelli et al. 2001).

Dieser Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlauf ist bedingt durch die Proteinbindung
von Tacrolimus an einem Protein in den Erythrozyten. Die Proteinbindung ist
abhangig von der Konzentration und vom jeweiligen Hamatokritwert des
Patienten. Weil dieser Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlauf in der Modellerstellung
mittels eines Ganzkdrper-PBPK-Modells nicht darstellbar war, wurde ein
Minimal-PBPK-Modell mit dem Einfligen eines angepassten Kompartiments
verwendet, das die besondere Verteilung von Tacrolimus im Organismus
bertcksichtigt und passend an die Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlaufe der

Literatur angleicht.

Mittels der in Simcyp® zur Verfligung stehenden Parameter-Abschatzung wurden
die Werte fur die Geschwindigkeitskonstanten der Diffusion in und aus dem SAC

und fiir das Verteilungsvolumen, Vsac, abgeschatzt.

Fuir die Eingabe der hepatischen und renalen Clearance wurde die
Vorgehensweise in Abschnitt 3.4.1.5 ausfuhrlich beschrieben. Das PBPK-Modell

84



fur Tacrolimus in gesunden Erwachsenen nach intravendser Applikation wurde
nun auf die perorale Administration von Tacrolimus in gesunden Erwachsenen

erweitert.

Die Parametrisierung der Eingabe fur die Vorhersage der intravendsen
Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurven wurde als fest angenommen und beim PBPK-

Modell nach peroraler Applikation nicht mehr verandert.

Das PBPK-Modell musste fur die Vorhersage peroral applizierter Gaben von
Tacrolimus um die Absorptionsvorgange erweitert werden. Hierfir wurden fir die
Magenentleerungszeiten und fir intestinale Transitzeiten die in der Simcyp®
Bevolkerungsdatenbank hinterlegten Datensatze fur gesunde nordeuropaische

kaukasische Erwachsene benutzt.

Die Permeabilitdt von Tacrolimus wurde fur die drei Darm-Abschnitte Jejunum,
lleum und Colon zu 4,77 x 10%cm/s, 2,38 x 10 cm/s bzw. 1,69 x 10*cm/s
ermittelt (Tamura et al. 2002) und konnte unter Benutzung der ADAM-Modells
Verwendung finden. Das so entwickelte PBPK-Modell fiir gesunde Erwachsene
nach peroraler Applikation von Tacrolimus wurde nun mit gemessenen
Literaturwerten analog zum Vorgehen nach intravendser Administration

Uberprift.

3.4.2.4 AuswertungundModell-Evaluation

Alle Berechnungen in dieser Arbeit wurden mittels Microsoft Excel® durchgefiihrt.
Die Berechnung der pharmakokinetischen Kenngroflen fur die nicht-
kompartimentelle Analyse der Simulations- und Literaturdaten richtete sich nach
den in Abschnitt 3.4.2.5 dargestellten Formeln und wurde mittels des PK-

Solvers® in Microsoft Excel® berechnet.

Die Vorhersagekraft (,Predictive Performance®) orientierte sich an den
Auswertemethoden nach (Sheiner und Beal 1981; Holford NHG, Hale M, Ko HC,
Steimer J-L, Sheiner LB, Peck CC 1999).

= Visual predictive Checks

Die Ubereinstimmung der simulierten Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlaufe wurde

mit den aus der Literatur bereits bekannten visuell verglichen und beurteilt. Die

simulierten Werte wurden dabei jeweils durch ihre 5., 50. (Mittelwert) und 95.
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Perzentile sowie durch Maximal- und Minimalwerte dargestellt.
= Nicht-kompartimentelle Analyse (NCA)

Die pharmakokinetischen Kenngrofien wurden fir die simulierten und die
beobachteten Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlaufe nicht-kompartimentell  mit
dem PK-Solver® berechnet und der Quotient aus beiden gebildet. Ein Quotient
im zweifachen Fehlerbereich zwischen 0,5 und 2 weist auf ein PBPK-Modell hin,

welches adaquate Vorhersagen tri

86



3.4.2.5 Auswertungen der Ergebnisse der nicht-kompartimentellen
Analyse

Die Tacrolimus-Konzentrationen wurden im Vollblut simuliert und die in der

Literatur bekannten Daten sind allesamt Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurven. Fir

die Bewertung der nicht-kompartimentellen Analyse wurden die

Eliminationshalbwertszeit, die Gesamtexposition, die Clearance und das

Verteilungsvolumen im Steady-State mittels des in Excel integrierten PK-Solvers®

berechnet.

Die Eliminationshalbwertszeit t1/2 ergibt sich aus der Eliminationskonstanten ke:

tip = I:—Z Formel 25

e

Die Eliminationskonstante ke ist die Steigung der logarithmierten

Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlaufe im Eliminationsteil nach Abschluss der
Absorptionsvorgange. Durch mindestens drei Datenpunkte logarithmierter
Konzentrationen kann mittels einer linearen Regression die Steigung ermittelt
werden. Dieses Vorgehen wurde fur die Simulations- und die Literaturprofile

verwendet.

Die Arzneimittelexposition, gemessen als AUC, berechnet sich aus dem

folgenden Zeitintegral Uber die Konzentrationen ct gemal} der Formel 26.

AUCy_o, = [ ¢, - dt Formel 26

Die Berechnung der AUC wird mittels der linearen Trapezregel vollzogen. Die
AUC zwischen den Zeitpunkten ,0“ und dem ,test‘, dem letzten gemessenen

Zeitpunkt, ergibt sich aus:

AUCy_,,, = 1/2 3185 (i1 — ) * (i1 + €1) Formel 27

Die nach einer Einmalgabe relevante pharmakokinetische Kenngrol3e ist die
AUCo--, obwohl unmittelbar aus den Daten nur die AUC bis zur letzten
gemessenen Konzentration bestimmt werden kann. Hier wird die Restflache
durch Extrapolation aus der zuletzt gemessenen Konzentration cjast und der
Eliminationskonstanten ke bestimmt und aus Formel 27 und 28 die Summe

gebildet.
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AUCy_,, = C;:‘:‘ Formel 28

AUCy_, = AUCy_y,, , + AUC, , Formel 29

Unter Verwendung der eingesetzten Dosis D und der aus Formel 29 ermittelten
AUCo-- lasst sich die orale Clearance CL/F bzw. die intravendse Clearance CLiv

schnell herleiten (s. Formel 30 und 31).

CL D
== Formel 30
F ~ AUCy—oo
D
CLiv = m Formel 31

Das Verteilungsvolumen im Steady-State beschreibt die Verteilung eines
Wirkstoffs bestmoglich. Es wird aus der mittleren Verweilzeit (mean residence

time (MRT)) und der Clearance berechnet.

Vi, = CL- MRT Formel 32

Die mittlere Verweilzeit (MRT) wird durch die Formel 33 berechnet:

AUMC =

- Formel 33
AUC 2

MRT =

T ist die Infusionszeit und die AUMC (, area under the moment curve®) das
Integral Uber das erste (statistische) Moment (Cawello 1998).

Die AUMC ergibt sich dann aus Formel 34:

t .
AUMC o5 = —l"s;{:"‘” + —c;;‘gt Formel 34

88



3.5 Ergebnisse

3.5.1 Erlauterung zur Darstellung der Simulationsergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde flr die simulierte Population eine Gréfke von
100  Individuen  zugrunde gelegt. Weil es sich um einen
populationspharmakokinetischen physiologiebasierten Ansatz handelt, wird far

jedes einzelne Individuum eine Simulation generiert.

Die Art der Darstellung beschrankt sich auf die Visualisierung der 5. Perzentile,
des Mittelwerts und der 95. Perzentile der jedem Simulationszeitpunkt
zugeordneten Konzentrationen. Die Flache zwischen der 5. und 95. Perzentile
beinhaltet 90 % aller simulierten Konzentrationen, jeweils 5 % liegen ober- bzw.
unterhalb. Die Minimal- und Maximalwerte jeder simulierten Konzentration
dienen der Orientierung und sollen eine bessere Einordnung der Daten

ermaglichen.

Ausrei3er haben direkten Einfluss auf diese Werte. Im Verhaltnis zu den
Perzentilangaben sind die Minimal- und Maximalwerte weniger robust. Die fur
den Vergleich der Simulationsdaten herangezogenen Literaturdaten hatten als
Datenbasis Mittelwertsprofile der jeweiligen Studienpopulation.
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3.5.2 PBPK-Modell fiir Tacrolimus in gesunden Erwachsenen

3.5.2.1 Ergebnisse der Literanalyse zur Pharmakokinetik von
Tacrolimus

Tacrolimus gehort zu den Substanzen der ,Biopharmazeutischen Klasse 2
(Biopharmaceutical class 2 (BCS 2))*, die Uber eine geringe Wasserloslichkeit und
eine hohe Permeabilitat verfigen (Tamura et al. 2002). Die Bioverfugbarkeit von
Tacrolimus ist gering aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit und des hohen

Metabolismus der Substanz.

Die Struktur von Tacrolimus ahnelt der eines Makrolid-Laktons und der Wirkstoff hat

hydrophobe Eigenschaften.

0 o
H,C ™

Abbildung 13 Strukturformel von Tacrolimus

Dargestellt ist die Makrolid-Lakton-Struktur von Tacrolimus. Die blau nummerierten C-Atome
stellen diejenigen C-Atome dar, an denen Tacrolimus metabolisiert wird. Der Metabolismus von
Tacrolimus findet Gber eine Demethylierung bzw. Hydroxylierung und/oder einer Kombination aus
beiden Abbauwegen statt.

Die gemessenen Loéslichkeiten von Tacrolimus belegen, dass es schlecht in Wasser
I6slich ist (s. Tabelle 7). Daher wurde fir die perorale Formulierung mit
Hydroxypropylcellulose eine fest dispergierbare Darreichungsform erstellt (Honbo
et al. 1987).
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Tabelle 7 Loslichkeit von Tacrolimus

Loslichkeit Wert Referenz

in Wasser 4-12 pg/mL (Tamura et al. 2002)

in Wasser (pH 6,5) 1,0 ug/mL (Mollison et al. 1998)

in Wasser (pH 7,4) 5,2 pyg/mL (Mollison et al. 1998)

Intrinsische Loslichkeit 3,8 10 mg/mL ADMET predictor™
Tabelle 8 Permeabilitdt von Tacrolimus

Permeabilitat Wert Referenz

Vorhergesagter P man 4,77 - 10* cm/s (Tamura et al. 2002)

(jejunum)

Vorhergesagter Peit man 2,38 - 10* cm/s (Tamura et al. 2002)

(ileum und colon) 1,69 - 10* cm/s

Vorhergesagter Papp (Caco) 1,33 -10** cm/s (Tamura et al. 2002)

Papp 1,33 -10* cm/s (Tamura et al. 2002)

PSA 178 (12 Akzeptoren /3 ADMET predictor/Pubchem

Donatoren)
Pesr 5,95 um/s (Gertz et al. 2011)

Papp = apparente Permeabilitét; Perr = effektive Permeabilitat; man = im Menschen; colon =
Colon; ileum = lleum; jejunum = Jejunum; PSA = Poly Surface Area

Die Permeabilitat zeigt einen Bereich zwischen 1,33 und 4,77-10%* cm/s (s. Tabelle
7).

Tamura et al. korrelierten rattenspezifische Permeabilitatsdaten mit humanen
Permeabilitdten und ermittelten so fur drei Darmsegmente die jeweilige

Permeabilitat. Ebenfalls wurde die Permeabilitat mittels Caco-2-Zellen ermittelt.

Als Eingabeparameter wurden im Rahmen des ,Advanced Absorption Dissolution®
(ADAM) —Modells die drei Werte fur die unterschiedlichen Darmregionen gewahlt

und die durch Kawai et al. (1998) ermittelte Wasserloslichkeit. Dabei konnte fur
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jedes Teilsegment jeweils die Permeabilitat eingesetzt werden (Jejunum 4,77 - 104
cm/s, lleum 2,38 - 104 cm/s und Colon 1,69 10 cm/s; s. Tabelle 9).

Das Jejunum zeigte erwartungsgemal den Abschnitt der hdochsten Permeabilitat

und das Colon den mit der niedrigsten Permeabilitat.

Es gab aufgrund der geringen WasserlOslichkeit keine Ldslichkeitsprofile Uber
Tacrolimus, die in der Literatur beschrieben wurden. Die Bestimmung des pKs-
Werts wurde nur Uber zwei Prediction-Tools berechnet, die anhand der Struktur die
pKs-Werte von Arzneistoffen kalkulieren.

Gertz et al. (2011) schreiben, dass Tacrolimus eine neutrale Verbindung ist, ohne

weiter darauf einzugehen, wie die Annahme gestutzt wird.

Fir das vorliegende PBPK-Modell wurde Tacrolimus aufgrund der hydrophoben
Struktur und der Studie von Gertz et al. (2011) als neutrale Verbindung eingestuft,
die bei physiologischen pH-Werten weitestgehend nicht ionisiert vorliegt (s. Tabelle
9).

Tabelle 9 Saurekonstante von Tacrolimus

Saurekonstante Wert Referenz
Vorhergesagter Wert 14.07 (The Metabolomics
pKs Innovation Centre 2014)
Vorhergesagter Wert 10,27 Marvin®
pKs
pKs Neutral (Gertz et al. 2011)

pKs = negativ dekadischer Logarithmus der Saurekonstante

Die Absorption von Tacrolimus findet im Mittel schnell statt mit tmax-Werten zwischen
1 und 2 Stunden nach Tacrolimus-Gabe (Wallemacq und Verbeeck 2001; Moller et
al. 1999; Bekersky et al. 1999a; Bekersky et al. 1999b; Undre et al. 1999).
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Die Absorptionskonstante von Tacrolimus liegt in der Literatur zwischen 2,6 und 4,5
h.

Tabelle 10  Absorptionskonstante von Tacrolimus

Absorptionskonstante Wert Referenz
ka 2.6 h' (Gertz et al. 2011)
Ka 4.5n" (Venkataramanan et al. 1995)

Der Gallenfluss hat keinen Einfluss auf die Absorption von Tacrolimus (Boettger et
al. 2006). Im Mittel betragt die Bioverfugbarkeit von Tacrolimus zwischen 20 und
25 % (Wallemacq et al. 1998).

Tabelle 11 Bioverfiigbarkeit von Tacrolimus

Bioverfﬁg_;barkeit Wert Referenz

Fo 0.14 (Gertz et al. 2011)

Fa(au) 0.28 (Gertz et al. 2011)

Farerk) 0.28 (Gertz et al. 2011)

Fo 0.20-0.25 (Astellas Pharma GmbH 2006)

Qgut = berechneter Wert mittels eines Modells basierend auf den Blutfliissen im Darm (Qgut);
PBPK = berechneter Wert mittels eines Modells basierend auf einem PBPK-Modell

Die verhaltnismallig niedrige Bioverfigbarkeit lasst sich auf die vor Absorption ins
zentrale Kompartiment erfolgte Metabolisierung im Darm und die Aktivitat einer
P-Glykoprotein Effluxpumpe zurtckfihren (Wallemacq und Verbeeck 2001; Undre
2003).

Tacrolimus wird fast vollstandig (zu Gber 90 %, s. Tabelle 12) im Dlinndarm aus der

Dosis absorbiert.
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Tabelle 12 Absorbierte Fraktion von Tacrolimus

Fraktion Wert Referenz
fa 0.9 (Barter et al. 2010)
fa 0.9 (Mancinelli et al. 2001)
fa 0.9 (Bekersky et al. 2001)

Im zentralen Kompartiment verteilt sich Tacrolimus und bindet Uber eine reversible
Proteinbindung an die Erythrozyten. Dies fuhrt zu  Blut/Plasma-
Konzentrationsverhaltnissen von 15:1 (Venkataramanan et al. 1995; Staatz und Tett
2004). Diese Bindung ist von der Konzentration an Tacrolimus im Blut und vom
Hamatokritwert des Individuums abhangig (Beysens et al. 1991; Machida et al.
1991).
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Tabelle 13 Blut-/Plasma — Konzentrationsverhaltnis von Tacrolimus

R (Blut/Plasma Ratio) Wert Referenz

R (lebertransplantierte) 98+55 (Venkataramanan et al. 1995)
R (Mittelwert) 12.8+8.4 (Venkataramanan et al. 1995)
R (0-2 ng/mL) 20-50 (Jusko und D'Ambrosio 1991)
R (> 5 ng(/mL) 11 (Jusko und D'Ambrosio 1991)
R >4 (Venkataramanan et al. 1991)
R (lebertransplantierte) 55 +26.8 (Venkataramanan et al. 1995)
R 0.65 ADMET predictor™

R 35 (Gertz et al. 2011)

Bmax (lebertransplantierte)

Kb (lebertransplantiert)

Bmax (gesunde Freiwillige)
Kb (gesunde Freiwillige)
R

R (nierentransplantierte)

418 £+ 258 ug/L

3.8+4.7 pg/L

1127 ug/L

13.5 ug/L

15 (4-114)

16.8 £9.9

(Venkataramanan et al. 1995)

(Venkataramanan et al. 1995)

(Venkataramanan et al. 1995)

(Venkataramanan et al. 1995)

(Venkataramanan et al. 1995)

(Venkataramanan et al. 1995)

Bmax = maximale Bindungsaffinitat; Ko = Dissoziationskonstante aus den Erythrozyten

Die Verteilung von Tacrolimus kann aus dem Verteilungskoeffizienten von n-

Octanol und Wasser beurteilt werden. Flur Tacrolimus gibt es einen weiten

Bereich zwischen 0,38 und 5,59 fur den Verteilungskoeffizienten logP (s. Tabelle
14). Fur das PBPK-Modell wurde der logP von 3,77 (Lucangioli et al. 2003)

angenommen, der fur die Simulationen die besten Annaherungen fur die

Verteilungsprozesse der Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile gezeigt hat.
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Tabelle 14  Verteilungskoeffizient von Tacrolimus

Lipophilie Wert Referenz

(Lucangioli et al. 2003)
loaP~w(exo.) 3.77°

(Lucangioli et al. 2003)
logPow (SP) 3,96°

(Lucangioli et al. 2003)
logP (MEEKC (SDS)) 4,624

(Lucangioli et al. 2003)
logP (MEEKC (PCSC)) 3,41

(Lucangioli et al. 2003)

logP (MEEKC 3,67¢
(PCSDQ))
(Mollison et al. 1998)
logD (pH 7,4) 4,38
(Mollison et al. 1998)
logD (pH 6,5) 4,36
S+logP 4,02 ADMET predictor™
S+logD 4,02 ADMET predictor™
logP 3,77 (Barter et al. 2010)
logP 3,26 (Gertz et al. 2011)
logP 3,19 (The Metabolomics Innovation
Centre 2014)
logP 5,59 (The Metabolomics Innovation
Centre 2014)
Tacrolimus - Compound Summary
XLogP3 2,78 (CID 445643)
(Pubmed compound)
logP 0,386 (Takada et al. 1992)

logPow (exp.) = Verteilungskoeffizient von Octanol nach Wasser (experimentell bestimmt;
logPow (SP) = Verteilungskoeffizient von Octanol nach Wasser (Festphasenextraktion);
logP (MEEKC SDS/PCSC/PCSDC) = auf Basis von Mikroemulsionen bestimmte
Verteilungskoeffizienten von Octanol in Wasser

logD = Diffusionskoeffizient

S+logP/D = der Gber eine Berechnung des Admet Predictor berechnete logP Wert
XLogP3 = Berechnungsmethode des Verteilungskoeffizienten in Octanol nach Wasser

Der logP - Wert wurde experimentell bestimmt und beschreibt die lipophilen

Eigenschaften von Tacrolimus adaquat.
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Im Plasma bindet Tacrolimus zu tber 98 % an humanes Serumalbumin bzw. as-
saures Glykoprotein (Venkataramanan et al. 1995). Diese Verteilungseffekte sind

von grofRer klinischer Bedeutung.

Die ungebundene Fraktion an Arzneistoff betragt bei Tacrolimus laut

Literaturangaben zwischen 1 und 3 % im Plasma (s. Tabelle 15).

Tabelle 15  Eingabeparameter; ungebundene Fraktion

Ungebundene Alter der Population Referenz
Fraktion [Jahre]
(Weiss et al. 2008)
fi= 4604 n.a.
(Weiss et al. 2008)
fu=3,2204 n.a.
(Weiss et al. 2008)
fu=33+04 n.a.
(Zahir et al. 2004)
fu= 0,53 (0,48-0,60)2 46,2
(Zahir et al. 2004)
fu=0,32(0,15-0,45)° 47,8
(Zahir et al. 2004)
fu=0,43 (0,33-0,45)° 51,3
(Zahir et al. 2004)
f,=0,43¢ 44.5
f. < 0,012 n.a. (Wallemacq und Verbeeck
2001)
0,013 (Barter et al. 2010)
f.=0,013
0,013 (Gertz et al. 2011)
fu=0,013

fu = ungebundene Fraktion

Eliminationsprozesse von Tacrolimus finden zum Grof3teil in der Leber und im

Darm statt.

Die Metabolisierung von Tacrolimus findet Gber die Enzyme CYP3A4 und
CYP3AS5 statt (Dai et al. 2006; Iwasaki et al. 1995).
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Tacrolimus wird in mindestens zehn unterschiedliche Metaboliten hydroxyliert,
demethyliert bzw. durchlauft eine Kombination aus beiden Phase-I-

Metabolisierungsprozessen (s. Abbildung 13; Iwasaki et al. 1995).

Der 31-O-Demethyl-Tacrolimus-Metabolit zeigt eine dem Tacrolimus
vergleichbare pharmakologische Aktivitat (Iwasaki et al. 1995). Alle anderen
Metaboliten sind entweder pharmakologisch inaktiv oder ihre pharmakologische
Aktivitat liegt unter 6,4 %.

Zwei der zehn Metaboliten zeigten Kreuzreaktionen mit den gangigen Immun-
Assays vom ,Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay“ (ELISA)-Typ (lwasaki et
al. 1995), die beim TDM benutzt werden.

Unter der Annahme, dass hohe Konzentrationen von 15-O-demethyliertem und
15,31-0O-di-demethyliertem Tacrolimus im Blut vorliegen, was bei einer erhdhten
Produktion und einer verminderten Ausscheidung der Metaboliten der Fall ware,
wurde ein Therapeutisches Drug Monitoring auf Immun-Assay-Basis eine

Uberschatzung der immunsuppressiven Arzneimittelwirkung nach sich ziehen.

Moller et al. (1999) und Gonschior et al. (1994) konnten in lebertransplantierten

Patienten feststellen, dass die Konzentrationen der Metaboliten niedrig sind.

Tacrolimus ist ein Arzneistoff, der eine niedrige Clearance zeigt (2,25 L/h in
gesunden Erwachsenen; Moller et al. 1999) und ein niedriges hepatisches

Extraktionsverhaltnis vermuten lasst.

Die Eliminationshalbwertszeit liegt zwischen 30 wund 40 Stunden
(Venkataramanan et al. 1995; Staatz und Tett 2004; Mdller et al. 1999).

Weniger als 1 % von Tacrolimus wird unverandert Uber den Urin ausgeschieden
(Mdller et al. 1999), also spielt der renale Eliminationsweg eine untergeordnete
Rolle.
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3.5.2.2 Ergebnisse der Modellentwicklung fiir Tacrolimus

Nun folgen die aus der Literaturrecherche und mit den Prediction-Tools

vorhergesagten physikochemischen und pharmakokinetischen Charakteristika

von Tacrolimus, die fir das PBPK-Modell als Eingabeparameter in der

Simulationssoftware Simcyp® Version 13.2 eingesetzt wurden (s. Tabelle 16).

Tabelle 16  Eingabeparameter fiir das PBPK-Modell

Referenz

Parameter Einheit Werte fiir Referenz-

das Modell wert

Phvsikochemische Eiaenschaften

Molekulargewicht g/mol 804 804

ungebundene Fraktion (fu) 0.03 0.03

Blut-/Plasma 15 15

Konzentrationsverhaltnis

(B:P)

Logarithmus des Octanol/ 3.8 3.8

Wasser-Verteilungskoeffi-
zienten (logPow)

Verbindungstyp Neutral Neutral
Hauptplasmaproteinbindu Humanes Humanes
ng Serum- Serum-
albumin albumin
(HSA) (HSA)
Absorption
Modell ADAM ADAM
Permeabilitat (Per) 104cm/s 4.77/2.38/1.6 4.77/2.38/1.6
(Jejunum/lleum/Colon) 9 9
absorbierte Fraktion (fa) 0.99 =0.9
Absorptionskonstante (ka) h-1 1.93 2.6
Distribution
Modell Minimal- Minimal-
PBPK PBPK
Verteilungsvolumenim L/kg 6.035 1.48
Steady-State (Vss) (0.51-3.52)
Elimination
Systemische in vivo- L/h 65 50.37
Clearance (CLi) (28.47-97.46)
CYP3A4:60 % pL/min/pmo 2.533

Hepatische intrinsische I

Clearance (CLintcyrsa4)

CYP3A5: 40 % pL/min/pmo 2.246
Hepatische intrinsische I

Clearance (CLintcyr3as)

CYP3A5*1/*1 Clearance pL/min/pmo 4

(Expresser) I

CYP3A5*3/*3 Clearance pL/min/pmo 0.5
(Nicht-Expresser) I

Renale Clearance (CLR) L/h 0 0

(Kino et al. 1987)
(Weiss et al. 2008)
(Venkataramanan et al.
1995)

(Lucangioli et al. 2003)
(Gertz et al. 2011)

(Venkataramanan et al.
1995)

(Jamei et al. 2009)
(Tamura et al. 2002)

(Mancinelli et al. 2001)
(Gertzetal. 2011)

(Jamei et al. 2009)

*siehe Erlauterungen

(Mancinelli et al. 2001)

*siehe Erlduterungen

*siehe Erlduterungen

*siehe Erlauterungen
*siehe Erlauterungen

(Barter et al. 2010)
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3.5.2.3 Ergebnisse fiir das PBPK-Modell nach intravenéser Applikation

Es gibt drei bereits in der Literatur bekannte pharmakokinetische Studien, die eine
4-h-Kurzinfusion von Tacrolimus beschreiben, sich aber in der jeweiligen Dosierung
und in der analytischen Messmethode unterscheiden. Bekersky et al. (2001) haben
mit einer Dosierung von 0,025 mg/kg die hdchste Dosierung und nutzen als
analytische Messmethode einen ELISA, der als Immun-Assay eingeordnet werden
kann. Abbildung 14 vergleicht die simulierten Werte einer virtuellen Population von
100 gesunden Individuen mit den 8 gesunden Individuen (2 weibliche und 6

mannliche Freiwillige) der Literatur.

Die  Studienpopulation der pharmakokinetischen Studie hatte einen
Altersdurchschnitt von 28 Jahren (10 Jahre SD) und eine mittleres Kérpergewicht
von 78,1 kg (x 12,9 kg SD). Die sechs mannlichen Erwachsenen waren
kaukasischer Herkunft, jeweils eine Frau hatte eine kaukasische oder eine

lateinamerikanische Herkunft.

Alle experimentell bestimmten Punkten aus der Literatur verlaufen innerhalb des
90%-igen  Simulationsbereichs. Die = Maximalkonzentration cmax betragt
experimentell 49,3 ng/mL, der von Simcyp® simulierte Wert liegt bei 45,6 ng/mL,
wobei bei den experimentell gemessenen Vollblutkonzentrationen keine
Standardabweichungen in der Literatur vermerkt worden sind. Das Modell scheint
die erste Verteilungsphase adaquat zu beschreiben, weil alle experimentellen
Punkte auf der Simulationskurve liegen. Im  mittleren Teil des
Vollblutkonzentrations-Zeit-Profils fallt die simulierte Kurve im Verhaltnis zur

experimentellen Messung steiler ab.

Der Grund fur den Unterschied zwischen den Kurven liegt moglicherweise in der
Verteilung von Tacrolimus. Man kann im halblogarithmischen Konzentrations-Zeit-
Verlauf eindeutig zwei Phasen erkennen, die auf die Verteilung in die Erythrozyten
und die dadurch beeinflusste Clearance zuruckzufuhren sind. Ein anderer Grund
dafur konnte sein, dass beim Immun-Assay die Konzentration der kreuzreaktiven
Metabolite (15-O-Demethyltacrolimus bzw. 15,31-O-Di-demethyltacrolimus) zu

hoch sind und den Verlauf der Kurve leicht andern. Die Eliminationsprozesse im
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letzten Teil werden wieder besser getroffen, wie die Messpunkte auf der simulierten
Grade veranschaulichen. Das Fehlen von Standardabweichungen der gemessenen
Konzentrationen wurde in der Publikation nicht kommentiert. Die Dokumentation der

in der Publikation gemessenen Daten war ungenau.

Die nicht-kompartimentelle Analyse der pharmakokinetischen Kenngréf3en aus den
experimentellen und simulierten Vollblutkonzentrations-Zeit-Profilen hat gezeigt,
dass alle KenngrofRen innerhalb eines 2-fachen Fehlerbereichs lagen (s. Tabelle
17).

Hierzu wurde gemal der im Abschnitt 3.4.2.5 vorgestellten Formeln fur die
Simulationskurven und die in der Literatur erwahnten Vollblutkonzentrations-Zeit-
Profile jeweils die pharmakokinetischen Kenngrof3en berechnet und daraus der
Quotient ermittelt. Dieser musste zwischen 0,5 und 2 liegen, um im 2-fachen

Fehlerbereich zu liegen.
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Abbildung 14 PBPK-Modell nach intravenoser Applikation von Tacrolimus
Dargestellt sind die Vollblut-Konzentrations-Profile einer Gber 4 h infundierten Kurzinfusion von
0,025mg/kg Tacrolimus in linearer und halblogarithmierter Visualisierung.
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Physiologiebasiertes pharmakokinetisches Modell von Tacrolimus in gesunden

Erwachsenen
Tabelle 17 Nicht-kompartimentelle Analyse der intravenésen Studien von Tacrolimus
Studie Dosis Vss [L/kg] ke[1] ti2[N] AUC,-.. [ng-h/mL] Crmax[NQ/ML] CLy [L/h/kg]

[mg/kgl] OBS SIM Ratio  OBS SIM Rato  OBS SIM Ratio  OBS SIM Ratio  OBS SIM Ratio OBS SIM Ratio

I'}Agbglger 0.01 011 012 0,91 05(%1 00(%2 075 435 345 126 384 323, 118 214 186 115 0029 0.030 0.96

Mancinelli 0,015 1,48 122 121 002 002 1,18 293 346 084 321 484, 066 279 279 1 0,046 0,031 1,48
2001 A 37 01

Mancinelli 0,015 1,18 1,22 097 0,02 002 144 240 346 0,70 341 378, 090 274 322 085 0,040 0,031 1,29
2001 B 89 01

Mancinelli 0,015 1,08 122 089 002 002 137 252 346 073 332 378 087 283 322 088 0,041 0031 1,33
2001C 75 01

Bekersky 0,026 1,22 232 053 002 002 1,02 255 345 074 384 323 119 214 186 1,15 0,029 0,030 0,96
2001 06 01

Die Studie von Mancinelli hat die intravendse Exposition in (A) Kaukasiern, (B) Lateinamerikanern und (C) Afro-Amerikanern gemessen;
AUCo-- = Flache unter der Kurve von null bis unendlich; Cmax = Maximalkonzentration; CLiv = intravendse systemische Clearance; ke = Eliminationskonstante;
t12 = Eliminationshalbwertszeit; OBS = Literaturdaten; SIM = Simulierte Werte; Ratio = Quotient OBS/SIM
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Ein PBPK-Modell, welches innerhalb dieser Limitationen liegt, wird von anderen
Wissenschaftlern als fir die Vorhersage geeignetes Modell gesehen (Khalil und
Laer 2014; Ginsberg et al. 2004).

Die pharmakokinetische Studie von Mancinelli et al. (2001) hat intravendse
Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile in drei unterschiedlichen Ethnizitaten Gber einen
,Liquid Chromatography Tandem Mass Spectroscopy“ (LC/MS/MS)-Assay

gemessen.

Die Patienten waren Kaukasier, Afro-Amerikaner und Lateinamerikaner mit einem
Alters- und Gewichtsmittelwert von 32,3 Jahren (10,8 Jahre SD), 44,6 Jahren
(19,6 Jahre SD) und 35,7 Jahren (11,6 Jahre SD) und einem Gewicht von +20 %
innerhalb ihres idealen Korpergewichts. Die Dosierung fur das intravendse
Dosierungsregime betrug 0,015 mg/kg und wurde als Kurzinfusion tUber 4 Stunden
appliziert. Es wurden 14 Blutproben entnommen fiur die resultierenden

Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile.

Der Simulationsbereich konnte alle experimentellen Daten abdecken. Im Vergleich
zur Verteilung bei der Uber ELISA gemessenen Vollblutkonzentration zeigen die
experimentell ermittelten Konzentrationen eine bessere Annaherung, was die
Annahme starkt, dass moglicherweise die Metaboliten von Tacrolimus
verantwortlich sind. In der halblogarithmischen Auftragung zeigt sich dennoch ein
ahnlicher Effekt wie in Abbildung 15, der auf Verteilungsvorgange zuruckzufuhren
ist. Sowohl die Absorptions- als auch die Eliminationsprozesse werden durch die
simulierte Kurve adaquat beschrieben. Die experimentellen Daten der Kaukasier
zeigen im Verhaltnis zu denen der anderen Ethnizitaten keine grof3en Unterschiede
(cmax von 28,3, 26,4 und 27,4ng/mL bei Afro-Amerikanern, Kaukasiern und
Lateinamerikanern). Die nicht-kompartimentelle Analyse der intravendsen
simulierten und experimentellen Literaturdaten bestatigte das in Abbildung 15
gezeigte Ergebnis. Samtliche pharmakokinetischen Parameter waren im 2-fachen

Fehlerbereich.
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Abbildung 15 PBPK-Modell nach intravenodser Applikation von Tacrolimus

Dargestellt sind die Vollblut-Konzentrations-Profile einer tiber 4 h infundierten Kurzinfusion von 0,015 mg/kg
Tacrolimus in linearer und halblogarithmierter Visualisierung.
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Die letzte Publikation mit einem intravendsen Profil war die von der Arbeitsgruppe
Moller et al. 1999. Sie wurde mit sechs gesunden mannlichen Freiwilligen mit einem
Altersdurchschnitt von 59 Jahren (6,2 Jahren SD) und einem mittleren Gewicht
von 77,5 kg (3,6 kg) durchgefluhrt. Moller et al. 1999 ermittelten die
Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurven mittels der analytischen Methode ELISA und
eines Radioimmun-Assays (Liquid Scintillating Counting, LSC). Bei den Freiwilligen

handelte es sich um eine mannliche kaukasische Bevolkerung.

Die Abbildung 16 gibt den Verlauf der Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurve wieder. Alle
experimentellen Werte befinden sich im Simulationsbereich. Dennoch besteht in der
initialen Verteilungsphase mit den Werten Cmax und tmax e€in Unterschied (21,4 vs.
18,6 ng/mL) zwischen den Simulations- und den Literaturdaten. Sowohl in der
initialen als auch in der Eliminationsphase werden die experimentellen Messwerte
gibt es eine moderate Abweichung, die aber im Simulationsbereich liegt. Dies hangt
moglicherweise mit der experimentellen Fehleranfalligkeit in der initialen Phase und
der Messung mittels eines Radioimmun-Assays zusammen. Die Studie von Moller

et al. zeigt grolRe Standardabweichungen fur die gemessenen Konzentrationen.

Die nicht-kompartimentelle Analyse (s. Tabelle 19) bestatigt, dass samtliche

pharmakokinetische Grol3e im 2-fachen Fehlerbereich sind.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass das entwickelte PBPK-Modell in der Lage ist,
die Verteilung, den Metabolismus und die Elimination von Tacrolimus nach
intravendser Applikation unterschiedlicher Konzentrationen an Wirkstoff zu
simulieren. Dies entspricht auch den Erwartungen, weil das PBPK-Modell anhand
des Literaturdatensatzes von Mancinelli et al. entwickelt wurde und auf die anderen

Datensatze zwecks Validierung angewendet worden ist.
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Abbildung 16 PBPK-Modell nach intravendser Applikation von Tacrolimus

Dargestellt ist der Vollblut-Konzentrations-Zeitverlauf einer 4h-Kurzinfusion von
0.010mg/kg Tacrolimus in linearer und halblogarithmischer Ansicht.
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3.5.2.4 Ergebnisse fiir das PBPK-Modell nach peroraler Applikation

Das durch die experimentell gemessenen intravendsen Messwerte bestatigte
PBPK-Modell fur Tacrolimus in gesunden Erwachsenen wurde im weiteren
Vorgehen (s. Abschnitt 3.5.2.3) nun um die Absorptionsvorgange erweitert und im
Anschluss mit drei geeigneten Vollblutkonzentrations-Zeit-Verlaufen auf die Gute

seiner Vorhersagekraft zu Uberprufen.

Hierfir wurde die gleiche Parametrisierung vorgenommen, die der jeweiligen
pharmakokinetischen Studie zugrunde gelegt war. Im Fall von Mancinelli et al.
wurden 12 gesunde nicht rauchende kaukasische Freiwillige eingeschlossen, deren
Gesundheitszustand biochemisch und hamatologisch ohne Besonderheiten war.
Der Frauenanteil entsprach 41,6 % (5 von 12 Freiwilligen). Das mittlere Alter betrug
32,2 Jahre (£10,8 Jahre SD) und alle Probanden wogen nicht mehr als +20 % ihres
IBW. Die zweite Ethnizitat, die in der Studie eingeschlossen war, stellte Afro-
Amerikaner dar. Dies waren 12 Freiwillige mit einem mittleren Alter von 44,6+19,6
Jahren und denselben Kriterien bezlglich des Gewichts. Der Frauenanteil hier
betrug 33,3 %. Eine dritte Ethnizitat, die eingeschlossen wurde, waren die
Lateinamerikaner. Hierbei handelte es sich um 12 Freiwilige, die einen
Altersdurchschnitt von 35,7 Jahre (£11,7 Jahre) hatten. Der mannliche und
weibliche Anteil der Probanden betrug je 50 %. Fur die Simulation wurde ein
Studiendesign gewahlt mit 100 wahren (virtual population) Individuen, die in den
anthropometrischen Daten denen der Studie Ubereinstimmten. Es wurde der
Frauenanteil definiert und bei der peroralen Applikation eine nichterne Einnahme

(fasted) der Tablette simuliert.

In Abbildung 17 kann man exemplarisch fir die kaukasische Bevolkerung die
Simulation sehen, in denen die Absorptionsvorgange in der linearen Ansicht
einfacher zu sehen sind. Die experimentellen Daten aller Ethnizitdten wurden mit
aufgetragen, um den deutlichen Unterschied in der Absorption zwischen der
kaukasischen und afro-amerikanischen Bevolkerung herauszustellen. Dies wird im
Abschnitt 3.7. diskutiert. Die Haufigkeit des CYP3AS5 Polymorphismus wurde aus
der Simcyp® Bevolkerungsdatenbank Gbernommen mit 85 % CYP3A5*3/*3 Nicht-

Expressern in der Bevolkerung.
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Alle experimentellen Daten liegen innerhalb des Simulationsbereichs. Die
Absorptions-, Verteilungs- und Eliminationsprozesse wurden in der kaukasischen
und lateinamerikanischen Ethnizitat adaquat wiedergegeben. Bei der afro-
amerikanischen Bevolkerung zeigt die initiale Verteilungsphase eine Abweichung
der simulierten Kurve von den Messwerten; die Werte liegen dennoch im

Simulationsbereich.

Auch im mittleren und letzten Teil der Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile kann man
zwar den Verlauf erkennen, die Clearance in der Simulation ist aber niedriger als

die in den experimentellen Daten.

Eine Erklarung hierfur liegt in der Haufigkeit des Expresser-Genotyps. In der
kaukasischen und der lateinamerikanischen Bevolkerung kommen CYP3A5*1/*1
bzw. CYP3A5*1/*3 bei weniger als 5 % der Bevolkerung vor (Roy et al. 2005), in
afro-amerikanischen Personen aber bis zu 25 %. Daher kann man anhand dieser
Simulation erkennen, dass der Genotyp auf die Bioverfligbarkeit und metabolische
Clearance Einfluss hat. Die nicht-kompartimentelle Analyse (s. Tabelle 19) hat
bestatigt, dass alle berechneten pharmakokinetischen Kenngrof3en innerhalb des
2-fachen Fehlerbereichs von 0,5 bis 2 lagen und das PBPK-Modell fur die perorale
Applikation von Tacrolimus adaquate Vorhersagen bezuglich der Absorption,

Verteilung, des Metabolismus und der Elimination macht.

109



Tacrolimus Konzentration (na/mL)

Tacrolimus Konzentration (na/mL)

120 —Mittelwert (vorhergesagt)
""" Ste, 95te Perzentile
""""" Minimal/Maximalwert
® Mittelwert (Literatur) Kaukasier

o ........:..:::ﬂ

80

0 0o et et e ad 8 0 a8 23 23 23 0

2%

401

0 T o T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72
Zeit (h)
1000

0.04 +—rr e e

Abbildung 17 PBPK-Modell nach peroraler Applikation von Tacrolimus

Dargestellt ist der Vollblut-Konzentrations-Zeitverlauf von 5 mg peroral appliziertem Tacrolimus in linearer und
halblogarithmischer Ansicht.
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Physiologiebasiertes pharmakokinetisches Modell von Tacrolimus in gesunden

Erwachsenen

Tabelle 18  Nicht-kompartimentelle Analyse der oralen Studien
Studie Dosis AUC. [ng-h/mL] Cmax[ng/mL] tmax [-h] Orale Clearance
[L/h/kg]

Ima/kal _OBS  SIMCYP___Ratio  OBS SIMCYP Ratio OBS SIMCYP Ratio  OBS SIMCYP _ Ratio
Méller 1999 3,875 308 365 0,84 37,8 39,2 0,96 0,92 1,40 0,66 0,57 0,35 1,63
Bekersky 1999 IA 3 169 183 0,92 14,5 15,5 0,94 140 1,32 1,06 0,28 0,36 0,78
Bekersky 1999 IB 7 355 374 0,94 31,2 33,1 0,94 140 1,53 091 0,46 0,58 0,79
Bekersky 1999 IC 10 485 502 0,96 45,1 47,2 0,95 1,30 1,51 0,86 0,45 0,63 0,71
Bekersky 1999 IIA 5 243 287 0,84 252 27,4 0,92 1,20 1,51 0,799 0,72 0,62 1,16
Bekersky 1999 [IB 5 254 294 0,86 26,5 28,3 0,93 1,40 1,49 0,94 0,77 0,59 1,31
Mancinelli 2001 A 5 311 325 095 37,8 37,2 1,01 1,3 1,48 0,88 0,25 0,23 1,09
Mancinelli 2001 B 5 324 338 0,96 33,0 33,5 0,98 1,3 1,47 0,88 0,31 0,34 0,91
Mancinelli 2001 C 5 298 320 0,93 20,8 251 0,82 1,6 1,47 1,08 0,37 0,39 0,95
Mathew 2011 5 354 378 0,93 36,26 38,1 0,91 1,75 1,54 1,13 0,29 0,35 0,83

Bekersky IA, 1B, IC Dosislinearisierungsstudie mit 3, 7 und 10mg peroraler Applikation von Tacrolimus; Bekersky IIA, 1IB fir die Biodquivalenzstudie mit 1 x
5mg und 5 x 1mg peroraler Applikation von Tracrolimus; Mancinelli A,B,C 5mg peroral Applikation in Kaukasiern, Lateinamerikanern und Afro-Amerikanern;
AUCo-» = Flache unter der Kurve von ,Null“ bis unendlich; cmax = Maximalkonzentration; tmax = Zeitpunkt zum Erreichen von cmax; OBS = Literaturdaten;
SIMCYP = simulierte Werte; Ratio = Quotient = OBS/SIMCYP
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Die pharmakokinetische Studie von Bekersky et al. (1999) hat eine Bioaquivalenz
zwischen der Gabe von 1 x 5 mg und der Gabe von 5 x 1 mg peroralem Tacrolimus
Uberprift. Hierbei wurden 32 gesunde Freiwillige eingeschlossen, wobei 11
weibliche und 21 mannliche Studienteilnehmer teilgenommen haben. Das mittlere
Alter betrug 31 Jahre (11 Jahre SD) und im Mittel wogen die Probanden 74 kg
(x11kg SD).

Es handelte sich bei dieser Studie um eine randomisierte Cross-over-Studie, in der
jeder Studienteilnehmer sowohl 1 x 5 mg als auch 5 x 1 mg peroral appliziertes
Tacrolimus bekommen hat. In Abbildung 18 kann man erkennen, dass das PBPK-
Modell in der Lage gewesen ist, alle experimentellen Messwerte im
Simulationsbereich  abzudecken.  Die  Absorptions-,  Verteilungs- und
Eliminationsprozesse wurden adaquat beschrieben. Die nicht-kompartimentelle
Analyse bestatigt die aus den Visualisierungs-Plots abgeleiteten Ergebnisse durch

pharmakokinetische KenngroRRen, die innerhalb des 2-fachen Fehlerbereichs liegen
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Abbildung 18 PBPK-Modelle nach peroraler Applikation von Tacrolimus

Dargestellt ist der Vollblut-Konzentrations-Zeitverlauf mit 5 mg peroral appliziertem Tacrolimus
in linearer und halblogarithmischer Ansicht.
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Mathew et al. versuchten mit ihrer Studie, Uber die Gabe von 0,5 mg und 5 mg
peroral appliziertem Tacrolimus Bioaquivalenz nachzuweisen. Bei der 5-mg-
Applikation, die simuliert wurde, war das mittlere Alter der 120 Patienten 27,8 Jahre
(6,8 Jahre SD) und das mittlere Gewicht 61,3 kg (£7,4 kg SD). In Abbildung 19
sieht man analoge Ergebnisse zu den zuvor vorgestellten Simulationsergebnissen.
Alle Werte waren im Simulationsbereich und die NCA konnte den 2-fachen

Fehlerbereich einhalten(s. Tabelle 19).
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Abbildung 19 PBPK-Modelle nach peroraler Applikation von Tacrolimus

Dargestellt ist der Vollblutkonzentrations-Zeitverlauf nach einer peroralen Gabe von
5mg Tacrolimus in linearer und halblogarithmischer Form.
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3.5.2.5 Ergebnisse der Expresser- und Nicht-Expresser Genotypen

In der Literatur herrscht ein Mangel an Studien, die geeignete
Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile in Expressern und Nicht-Expressern bei

gesunden Erwachsenen fur Tacrolimus ermittelt haben.

Die einzigen verfugbaren und geeigneten Literaturdaten von den jeweiligen
genetischen Subgruppen waren nur fur nierentransplantierte Patienten in der

pharmakokinetischen Studie von Haufroid et al. (2006) aufgefuhrt.

Die Bevdlkerungsdatenbank von Simcyp® konnte durch Eingabe der Haufigkeiten
der Einzelnukleotid-Polymorphismen auf die Expresser- bzw. Nicht-Expresser
Genotypen modifiziet werden. Hierzu mussten die Haufigkeiten den

entsprechenden Allelen zugeordnet werden.

Dann wurden wie in den vorherigen Simulationen Vorhersagen auf Basis von
wahren Populationen (virtual population) von 100 Individuen generiert. In Abbildung
20 ist der Vergleich zwischen den experimentell ermittelten Literaturdaten der
normal metabolisierenden Expresser-Gruppe (CYP3A5*1/*1 bzw. CYP3A5*1/*3)

und den vom PBPK-Modell vorhergesagten Konzentrationen zu sehen.

Die experimentellen Messpunkte liegen alle im Simulationsbereich. Dennoch ist zu
erkennen, dass die aus der Literatur bereits bekannten Werte in der
Eliminationsphase der Kurve schneller fallen. Die Simulation weicht innnerhalb des

Simulationsbereich etwas von den experimentell gemessenen Punkten ab.

Ein Grund dafir kdnnte es sein, dass noch weitere Prozesse in die Metabolisierung
eingreifen, die vom PBPK-Modell noch nicht ausreichend beschrieben werden. Die
Verteilung in die roten Blutkorperchen konnte auch Einfluss auf die Elimination
nehmen. Die Studie hat lediglich fur eine Anzahl von 9 Individuen
Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurven ermittelt und eine grélkere Zahl an Expresser-
Profilen wird bendtigt, um Aussagen daraus ableiten zu kénnen. Die nicht-

kompartimentelle Analyse fur das PBPK-Modell von Tacrolimus in gesunden
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Erwachsenen vom Expresser-Typ ist in Tabelle 19 aufgeflihrt. Alle kalkulierten
pharmakokinetischen Kenngroéf3en lagen innerhalb des 2-fachen Fehlerbereichs.
Das PBPK-Modell kann somit in der Expresser-Gruppe tendenziell Vorhersagen

machen, die den real gemessenen Konzentrationen entsprechen.
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Abbildung 20 PBPK-Modell beim Expresser-Genotyp von Tacrolimus

Dargestellt ist der Vollblut-Konzentrations-Verlauf nach einer peroralen Applikation von 5 mg
Tacrolimus in der Expresser-Gruppe des CYP3A5
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In Abbildung 21 sind die Vollblutkonzentrations-Zeit-Profile der Nicht-Expresser
(CYP3A5*3/*3) gezeigt. Hierbei ist in der linearen Ansicht erkennbar, dass die
Absorptionsprozesse vom PBPK-Modell innerhalb des Simulationsbereichs etwas

oberhalb der experimentell gemessen Daten liegen.

Maoglicherweise sind noch Transportvorgange des P-Glykoproteins ursachlich fir
die experimentell gemessene niedrigere Absorption an Tacrolimus. Die Verteilungs-
und Eliminationsphase von Tacrolimus ist in dieser Gruppe deutlich besser getroffen

und die Simulation trifft den Verlauf der Vollblutkonzentrations-Zeit-Kurve.

Samtliche experimentellen Werte werden vom Simulationsbereich erfasst. Die
nicht-kompartimentelle Analyse hat auch hier berechnete KenngréRen im
erforderlichen 2-fachen Fehlerbereich kalkuliert. Das PBPK-Modell ist in der Lage,
die perorale Applikation von Tacrolimus in gesunden Erwachsenen, die aufgrund
des Einzelnukleotid-Polymorphismus eine verminderte Clearance zeigen, zu
simulieren. Hierbei kann nur ein Trend aufgezeigt werden, weil zu wenig Individuen
in die gemessenen Konzentrations-Zeit-Profile eingingen (n=10). Die AUC der
Nicht-Expresser lag um den Faktor 1,36 hoher als die der Expresser-Gruppe
(Haufroid et al. 2006). Dies konnte durch die simulierten AUC bestatigt werden
(Verhaltnis der AUC bei Expressern und Nicht-Expressern bei den Simulationen
betrug 2,99).

Tabelle 19  Nicht-kompartimentelle Analyse der Expresser- und Nicht-Expresser-
Gruppe der peroralen Studie

Studie Dosis  AUCy.12 [ng-h/mL] Cmax [Nng/mL] tmax [h]

[mg] OBS SIM Ratio OBS SIM Ratio OBS SIM Ratio
Haufroid 5 141.8 95.3 1.37 324 29.2 1.10 1.28 1.44 0.88
2005 A
Haufroid 5 193.1 1855 1.14 33.5 25 1.34 1.34 1.44 0.93
2005 B

Haufroid A = Expresser-Genotyp (CYP3A5*1/*1 bzw. *1/*3); Haufroid B = Nicht-
Expresser-Genotyp (CYP3A5*3/*3); AUCy.12 = Flache unter der Kurve vom Zeitpunkt 0
bis 12 Stunden; cmax = Maximalkonzentration; tmax = Zeit, bis cmax erreicht wird;

OBS = Literaturdaten; SIMCYP = vorhergesagte Daten; Ratio = Quotient aus
OBS/SIMCYP; PO = perorale Applikation
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Abbildung 21 PBPK-Modell beim Nicht-Expresser Genotyp von Tacrolimus

Dargestellt ist der Vollblut-Konzentrations-Zeit-Verlauf nach einer peroralen Applikation von 5mg
Tacrolimus in langsam metabolisierenden Individuen
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3.6 Diskussion

3.6.1 PBPK-Modell von Tacrolimus im Kontext mit der Literatur

Mittels einer systematischen Literaturanalyse und Vorhersage von Prediction-Tools
wurde der Calcineurin — Inhibitor Tacrolimus hinsichtlich seiner physikochemischen
und pharmakokinetischen Eigenschaften beschrieben und ein physiologiebasiertes

pharmakokinetisches Modell in gesunden Erwachsenen erstellt und evaluiert.

Im ersten Schritt wurde das PBPK-Modell fir die intravendse Applikation von
Tacrolimus anhand von drei unterschiedlichen Dosierungsregimen (0,1mg/kg,
0,15mg/kg und 0,25mg/kg) der Studien, die auch drei unterschiedliche
Analytikmethoden (LCS, ELISA und LC/MS/MS) eingesetzt haben, evaluiert.

Im zweiten Schritt wurden dann Absorptionsprozesse in das PBPK-Modell integriert
und das Modell in 5 pharmakokinetischen Studien nach peroraler Applikation von

Tacrolimus Uberpruft.

Das PBPK-Modell wurde bezuglich der Verteilung in die roten Blutkorperchen durch

ein Minimal-PBPK-Modell an tatsachlich gemessene Vollblutspiegel optimiert.

Der pharmakogenomische Einfluss auf den Metabolismus von Tacrolimus wurde
durch die Integration des Einzelnukleotid-Polymophismus des CYP3AS5

bewerkstelligt.

Insgesamt liegt das PBPK-Modell sowohl bei der intravendsen als auch der
peroralen Applikation von Tacrolimus mit den vorhergesagten Werten innerhalb der
Grenzen (2-facher Fehlerbereich bei der nicht-kompartimentellen Analyse und 90%
Simulationsbereich bei der visuellen Ubereinstimmung) und kann die tatsachlich

gemessenen Punkte aus der Literatur darstellen.
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Bisher sind in der Literatur zwei PBPK-Modelle von Tacrolimus beschrieben

worden.

Barter et al. (2010) hat mittels der in silico Software Simcyp® ein PBPK-Modell fiir
die perorale Gabe von 5mg Tacrolimus in gesunden Kaukasiern simuliert. Hierbei
wurde in das Modell die die Absorption uber das ADAM-Modell vollzogen, die
Verteilung in die roten Blutkérperchen Uber eine Blut-/Plasma — Ratio von 15
berucksichtigt und die Enzymkinetik mittels der in vitro gemessenen Daten der
intrinsischen Clearance-Werte von (Dai et al. 2006) in das Modell eingearbeitet. Das
PBPK-Modell zeigte Probleme hinsichtlich der  Verteilungs- und

Eliminationsprozesse von Tacrolimus.

Gerard et al. (2014) hat auf der Basis Talspiegeln und Spiegeln nach 2 Stunden ein
PBPK-Modell aufgebaut, um den Einfluss von acht Kovariaten zu untersuchen und

die Kovariate nach ihrer Bedeutsamkeit zu wichten.
Die folgende Reihenfolge der Kovariate mit sinkendem Einfluss wurde ermittelt:

fup> CLityp,> bioavailability> body weight>hematocrit>CYP3A5 polymorphism> P tat,

> CYP3A4 Inhibitoren, die zu Arzneimittelinteraktionen fuhren.
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3.6.2 PBPK-Modell von Tacrolimus hinsichtlich der
Verteilungsprozesse in die Erythrozyten

Das von Barter et al. (2010) veroffentlichte PBPK-Modell hatte Schwierigkeiten, die

Verteilungsprozesse im Blut darzustellen und Gerad et al. (2014) hat bestatigt, dass

der Hamatokritwert ein klinisch bedeutsames Kovariat flr Tacrolimus darstellt.

Im PBPK-Modell dieser Arbeit wurde in Ubereinstimmung mit der Literatur die
Eingabe des Blut-/Plasma-Konzentrationsverhaltnis (R=15) und Uber das Minimal-
PBPK die Verteilung von Tacrolimus beschrieben. R ist von der gegebenen
Tacrolimuskonzentration und vom Hamatokritwert eines Patienten abhangig (Chow
et al. 1997).

Dies macht diese KenngroRe variabel und muss patientenindividuell fir eine

bessere Vorhersage der Vollblutkonzentrationen bestimmt werden.

Die Notwendigkeit der Bestimmung des Hamatokritwerts, der in vielen
pharmakokinetischen Studien nicht angegeben war, wird in zahlreichen Studien
empfohlen (Chow et al. 1997; Jonge et al. 2012; Minematsu et al. 2004).
Insbesondere niedrige Hamatokritwerte, die nach einer Transplantation auftreten,
sind klinisch bedeutsam und mussen flr eine richtigere Vorhersage von

Vollblutkonzentrationen berucksichtigt werden.

Das Minimal-PBPK-Modell war im Vergleich zum Ganzkdrper-Modell in der Lage,
die Verteilungsprozesse von Tacrolimus zu beschreiben. Die reversible Bindung an
die Erythrozyten, die auch den Metabolismus von Tacrolimus beeinflusst konnte so

dargestellt werden.

Die Verteilungsprozesse von Tacrolimus werden durch ein PBPK-Modell auf Basis
einer Gesamtexposition genauer beschriecben im Vergleich zu einer

Talspiegelmessung.

Tacrolimus ist ein Wirkstoff mit einer Verteilung in das Gewebe, einer hohen
Plasmaproteinbindung, aber einer kleinen Clearance im Blut (2,25L/h). Dieser
Wirkstoff braucht mehrere Tage, um bei Dosisanpassungen im FlieRgleichgewicht

anzukommen. Daher ist es von besonderer klinischer Bedeutung durch die
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Vorhersage geeigneter Dosierungen die Gesamtexposition sicher und effektiv
einzustellen. Transplantierte Patienten kdnnen so schneller Steady-State Zustande
erreichen; hingegen kann die Dosierung von Tacrolimus reduziert werden.
Bezugnehmend auf die aktuelle Wartesituation stellt dieser Ansatz eine Rationale
dar flr die immunsuppressive Arzneimitteltherapie eines Transplantierten zum

moglichst langen Erhalt seines Spenderorgans.
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3.6.3 PBPK-Modell von Tacrolimus hinsichtlich des Einzelnukleotid-
Polymorphismus des CYP3A5

Der Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3A5, der die Bevdlkerung in zwei
genetische Subgruppen teilt, wurde in zahlreichen Studien beschrieben. Der
Einfluss auf die Pharmakokinetik von Tacrolimus wurde im Vergleich zu anderen

Kovariaten als niedriger eingestuft (Gérard et al. 2014).

Dennoch zeigt sich, dass es fur Personen mit afro-amerikanischer Ethnizitat
spezielle Dosierungsempfehlungen gibt, die abhangig vom Genoytyp des CYP3AS5
sind (Hesselink 2003; Jonge et al. 2013).

Systematische Ubersichtsarbeiten haben beschrieben, dass sich die orale
Clearance in den beiden Gruppen bis zu 65% unterscheiden kann (Barry und Levine
2010).

Das PBPK-Modell hat basierend auf literaturreferenzierten Daten den Effekt des
Einzelnukleotid-Polymorphismus in den genetischen Subgruppen innerhalb des 2-

fachen Fehlerbereichs und des 90% Simulationsbereichs dargestellt.

Weitere Evaluierungen in padiatrischen und transplantierten Populationen sind
notwendig, um die Auswirkung des genetischen Polymorphismus mittels eines
PBPK-Modells zu beschreiben.

Das vorliegende PBPK-Modell hat sich an der in Arzneimittelbehdrden
empfohlenen Vorgehensweise orientiert (European Medicines Agency, CHMP
2014). Durch eine systematische Literaturanalyse und Meta-Analyse wurde der
Einfluss des Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3AS auf die
Gesamtexposition von Tacrolimus quantifiziert. Im zweiten Schritt wurden die einer
Meta-Analyse zugrunde liegenden genetischen und pharmakokinetischen Daten in
ein  PBPK-Modell inkorporiert mit dem Ziel eine personaliserte und

patientenindividuell ausgerichtete Arzneimitteltherapie zu ermdglichen.

125



3.6.4 Limitationen des PBPK-Modells von Tacrolimus in gesunden
Erwachsenen

Die Vorhersagekraft des PBPK-Modells hat Grenzen in den folgenden Punkten: Die
Verteilung von Tacrolimus im Organismus ist im vorliegenden PBPK-Modell tUber
ein Minimal-PBPK erfolgt. Dieses hat die Annahme, dass der Organismus in vier
Organkompartimente (Leber, Pfortader, Zentralkompartiment und ein einzeln
angepasstes Kompartiment) eingeteilt wird. Dieses Modell kann die Verteilung von
Tacrolimus bezuglich der Proteinbindung in den Erythrozyten durch das einzeln
angepasste Kompartiment adaquat beschreiben. Diese Einstellung ist
vorgenommen worden, damit die Verteilungsprozesse richtig dargestellt werden
konnten. Das Ganzkorper-PBPK-Modell kann die Verteilungsprozesse von
Tacrolimus in vorliegenden Version von Simcyp® noch nicht richtig beschreiben. Es
teilt den menschlichen Organismus in zahlreiche Kompartimente (Niere, Leber,
Herz, Lunge, Fettgewebe etc.) ein und beschreibt die anatomischen und

physiologischen Charakteristika des komplexen Organismus genauer.

In der Literatur gibt es zahlreiche Studien, die eine systemische in vivo Clearance
fur Tacrolimus angeben (Venkataramanan et al. 1995; Staatz und Tett 2004).
Tacrolimus wird vor der Metabolisierung in der Leber bereits im Darm Uber die
Cytochrom P450-Enzyme 3A4 und 3A5 metabolisiert. Das fuhrt zu einer niedrigen
Bioverfugbarkeit dieses Wirkstoffs. Daten tUber die intrinsischen Clearances in Darm
und Leber sind in der Literatur nicht ausreichend gut beschrieben. Es gibt eine in
vitro Studie, die fur das CYP3A4 und CYP3AS5 in der Leber intrinsische Clearance-
Werte angibt (Dai et al. 2006). Das vorliegende PBPK-Modell hat fur den
Metabolismus in der Leber die unterschiedlichen Genotypen des CYP3A5
bertcksichtigt. Fir den Darm war eine Eingabe in die unterschiedlichen Allele in der
Simcyp® Version 13.2 nicht méglich und es wurde (iber die Eingabe einer Clearance

im Darm die Elimination beschrieben.
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Die Pharmakokinetik des Metabolismus von Tarolimus wird nicht ausschlief3lich
Uber das CYP3AS5 bestimmt. Auch das CYP3A4 ist zu einem grélkeren Anteil am
Metabolismus dieser Verbindung beteiligt. Der Polymorphismus CYP3A4*22 in
Kombination mit dem Polymorphismus des CYP3A5*3 werden Individuen
zugeschrieben, die langsame Metabolisierer (PM) sind (Gijsen et al. 2013). Das
entwickelte PBPK-Modell hat den Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3A5
integriert.

Die interindividuelle Variabilitat der Patienten, der Transplantationsarten und der fir
jede Kiinik spezifischen Therapieregime ist grol3. Das PBPK-Modell konnte an nur
einem einzigen Datensatz fur Expresser- und Nicht-Expresser evaluiert werden,
weil sonst keine geeigneten Profile in der Literatur vorhanden waren. Dennoch ist
dieser Ansatz sinnvoll, um einen ersten Trend der Simulationen fir den

Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3AS5 aufzuzeigen.

3.6.5 Fazit und Ausblick

Das in dieser Dissertation vorgestellte PBPK-Modell von Tacrolimus in gesunden
Erwachsenen kann die Vollblut-Konzentrations-Zeit-Verlaufe nach intravenosen
und peroralen Applikationen von Tacrolimus unter Berucksichtigung des
Einzelnukleotid-Polymorphismus des CYP3AS5 darstellen.

Zukunftige Arbeiten missen das PBPK-Modell auf die Population der
Transplantierten Ubertragen. Hierfur sollten die aus der systematischen
Literaturrecherche und Meta-Analyse ermittelten Ergebnisse einbezogen werden.
Die Population muss neben den ethnisch bedingten physiologischen und
anatomischen Eigenschaften auch je nach Transplantationstyp, dem Alter und der
genetischen Ausstattung definiert werden.

Neben dem in diesem Modell inkorporierten Einzelnukleotid-Polymorphismus
sollten auch die anderen Polymorphismen des CYP3A4 und CYP3AS5 in das Modell

integriert werden.

Danach muss das PBPK-Modell fur die padiatrische Population extrapoliert werden.

Es lasst sich anhand der Ergebnisse der Beschreibung der dosisnormierten
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Gesamtexposition von Tacrolimus vermuten, dass entwicklungspharmakologische
Besonderheiten in der Population der Kinder zu niedrigeren Gesamtexpositionen im

Verhaltnis zu Erwachsenen fihren. Dies hangt mit einer anderen Clearance in dem

Alter zusammen.
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Zusammenfassung

4 Zusammenfassung

4.1 Abstract

The calcineurin inhibitor tacrolimus has gained a leading role in the
immunosuppressive drug therapy after a solid graft transplantation. Trough level
over 25ng/mL correlates with a higher risk for adverse effects i.e. neuro- and
nephrotoxicity. By contrast low trough level under 5ng/mL increase the risk of
allograft loss. Hence, a therapeutic drug monitoring based on measurement of
trough levels is clinical routine.

Considering the pharmacokinetics of tacrolimus in a scientific manner the total
exposure of tacrolimus is the parameter to put emphasize on.The area under the
curve (AUC) is the pharmacokinetic parameter that obtain information about the
concentration-time integral and assessment of the total exposure of a drug. Due to
the fact that 11.000 patients are waiting for a living donor organ in Germany and
the time-limited function of an organ it is essential to know the covariates
influencing the AUC of tacrolimus and to achieve therapeutic steady state trough
levels as fast as possible.

In the first step of this thesis a systematic literature search was conducted in order
to show the influence of the ethnicity, transplantation type, age group and single
nucleotide polymorphism of the cytochrome P4503A5*3 on the dose-normalized
AUC. Latter single nucleotide polymorphism (SNP) divides the population in
expresser (cyp3a5*1/*1 or cyp3a5*1/*3) and non expresser (cyp3a5*3/*3) groups.
A meta-analyses revealed the effect of the SNP of the cyp3a5 on the dose-
normalized AUC. The results show no differences between dose-normalized AUC
in Asian and Caucasian. Liver transplanted patients have higher AUC than renal-
or heart transplanted patients. In comparison to adults paediatrics show lower total
exposure of tacrolimus due to a higher clearance. Meta-analyses show that
expresser have lower AUC versus non-expresser.

In the second part of the thesis a physiologically based pharmacokinetic model
(PBPK model) in healthy adults was developed based on the AUC taking the
single nucleotide polymorphism of the cyp3a5 into account. The PBPK model was
used to predict whole-blood concentration time profiles in three intravenous and
five oral pharmacokinetic studies and have been evaluated.

This PBPK model is the prerequisite for the development of in silico models in
transplanted patients of different ethnicity, transplantation type and age class. It
can be used for optimizing pharmacogenomic study design and validation of
clinical decisions.
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Zusammenfassung

4.2 Zusammenfassung (deutsch)

Der Calcineurin — Inhibitor Tacrolimus gehort zu den Eckpfeilern der
immunsuppressiven Arzneimitteltherapie nach einer Organtransplantation.
Talspiegel von Uber 25ng/mL korrelieren mit toxischen Effekten wie z.B. Neuro-
und Nephrotoxizitat, Talspiegel unter 5ng/mL bergen die Gefahr einer
Transplantatabstol3ung. Infolge der geringen therapeutischen Breite ist ein
Therapeutisches Drug Monitoring (TDM) basierend auf der Messung von
Talspiegeln im Vollblut obligate klinische Routine.

Fir eine wissenschaftlich fundierte Beurteilung der Tacrolimus-Pharmakokinetik ist
eine Betrachtung der Gesamtexposition notwendig. Die ,Flache unter der Kurve®
(AUC) ist die pharmakokinetische KenngrolRe, die das Konzentrations-Zeit-Integral
eines Wirkstoffs beschreibt und eine Beurteilung der Gesamtexposition Gber einen
bestimmten Zeitraum zulasst. Angesichts von derzeit 11,000 Patienten in der
Bundesrepublik Deutschland, die fur ein Spenderorgan auf der Warteliste stehen,
und der zeitlich begrenzten Funktionstichtigkeit eines Transplantats, ist die
Kenntnis von Einflussfaktoren auf die Gesamtexposition und ein schnelles und
sicheres Einstellen auf eine therapeutische wirksame Tacrolimus
Gesamtexposition von zentraler Bedeutung.

Im Rahmen der Dissertation wurde im ersten Schritt eine systematische
Literaturanalyse durchgefiihrt mit dem Ziel den Einfluss der Ethnizitat, des
Transplantationstyp, der Altersklasse und des Einzelnukleotid-Polymorphismus
des Cytochrom P4503A5*3 auf die dosisnormierte AUC zu ermitteln. Letzterer teilt
die Bevolkerung in zwei genetische Subgruppen, die der Expresser (CYP3A5*1/*1
bzw. *1/*3) und Nicht-Expresser (CYP3A5*3/*3). Es wurde eine Meta-Analyse fur
den genetischen Polymorphismus vollzogen. Bei asiatischen und kaukasischen
Transplantierten gab es keine Unterschiede in der dosisnormierten AUC.
Lebertransplantierte zeigen im Vergleich zu Nieren- und Herztransplantierten
hdhere Gesamtexpositionen. Padiatrische Patienten weisen gegenlber
Erwachsenen niedrigere Gesamtexpositionen auf durch eine erhohte Clearance.
Die Meta-Analyse ergab, dass sich die Expresser-Gruppe von der Nicht-
Expresser-Gruppe durch eine niedrigere AUC unterscheiden.

Im zweiten Teil der Dissertation wurde ein physiologiebasiertes
pharmakokinetisches Modell (PBPK-Modell) in gesunden Erwachsenen basierend
auf der AUC von Tacrolimus entwickelt, in das der Einzelnukleotid-
Polymorphismus des CYP3A5 eingebaut worden ist, um Vollblutkonzentrations-
Zeit-Profile vorhersagen zu kénnen. Es wurde an Hand von drei intravendsen und
funf peroralen pharmakokinetischen Studien aus der Literatur evaluiert.

Dieses PBPK-Modell ist die Ausgangsbasis flr die Entwicklung von PBPK-
Modellen in transplantierten Patienten unterschiedlicher Ethnizitat,
Transplantationsart und Altersklasse und kann fur die Entwicklung
pharmakogenomischer Studiendesign und Absicherung klinischer Entscheidungen
herangezogen werden.
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