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Abklrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

5- HM 5- Hydroxymethyl-Tolterodin

ALAT Alaninaminotransferase

ASAT Aspartataminotransferase

BMI Bodymassindex

Bp Basenpaare

CYP2D6 Cytochrom P450 2D6

CYP2D7 Cytochrom P450 2D7

CYP3A4 Cytochrom P450 3A4

D Dalton (Einheit fur Molekulargewicht)

d2- Test d2- Aufmerksamkeits- Belastungstest

DGSM Deutsche Gesellschaft fir Schlafmedizin und Schlafforschung
DNA Desoxyribonukleinséure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EEG Elektroenzephalogramm

EKG Elektrokardiogramm

EM Extensive metabolizer (Schnellmetabolisierer)

EMG Elektromyogramm

EOG Elektrookulogramm

ESS Epworth Schlafrigkeitsskala

fT3 freies Trijodthyronin

fT4 freies Thyroxin

GES Gefuhl des Erholtseins nach dem Schlaf

GZ Gesamtzahl im d2- Aufmerksamkeits- Belastungstest
GzZ-F Korrigierte Gesamtzahl im d2- Aufmerksamkeits- Belastungstest
Hb- Wert Hamoglobin- Wert

IM Intermediare Metabolisierer

M1- Rezeptor

Muskarinrezeptor 1

M2- Rezeptor

Muskarinrezeptor 2

M3- Rezeptor

Muskarinrezeptor 3

NIH

National Institutes of Health (nationales US-Gesundheitsinstitut)

NonREM- Schlaf

Nicht- REM (Rapid Eye Movement)- Schlaf




Abklrzungsverzeichnis

PCR Polymerasekettenreaktion

PM Poor metabolizer (Langsammetabolisierer)

REM- Schlaf Rapid Eye Movement- Schlaf (Traumschlaf)

RFLP Restriktionsfragmentlangen- Polymorphismus

SPSS Statistik-Software

SPT Schlafperiode

SQ Schlafqualitat

SWS Tiefschlaf

TIB Zeit im Bett (von Licht Iéschen bis Licht anschalten)

TSH Thyreoidea- stimulierendes Hormon

TST Gesamtschlafzeit

UE Unerwunschtes Ereignis

UM Ultrarapid metabolizer (Ultraschnelle Metabolisierer)

VAS Visuelle Analogskalen

VIS- A Visuelle Analogskala zur Erfassung der Schlafqualitat am Abend
VIS- M Visuelle Analogskala zur Erfassung der Schlafqualitat am Morgen
ZNS Zentrales Nervensystem

ZNT Zahlenverbindungstest
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Syndroms der Uberaktiven Blas e

Die Harninkontinenz ist ein wichtiges und haufiges Gesundheitsproblem, dessen Pravalenz ab-
hangig ist von den verwendeten Definitionen und von der Altersstruktur der untersuchten
Bevolkerung. Die meisten Studien, die sich mit der Epidemiologie der Inkontinenz beschaftigen,
zeigen, dass die Pravalenz der Harninkontinenz mit dem Alter ansteigt und bei Mannern hdher
als bei Frauen ist. Von den in Deutschland mit einer behandlungs- oder versorgungsbedurftigen
Harninkontinenz lebenden vier Millionen Menschen sind mehr als zwei Millionen alter als 60
Jahre, dies entspricht mehr als 10 % der Senioren. Etwa 30 % der tUber 80- Jahrigen und mehr
als die Halfte aller Heimbewohner sind betroffen. Inkontinenz ist statistisch die haufigste Ursa-

che fir die Einweisung in ein Pflegeheim (Hader et al. 2003).

Unter dem Begriff der Inkontinenz wurde bei diesen Untersuchungen die sogenannte Be-
lastungsinkontinenz (Stressinkontinenz) und Dranginkontinenz zusammengefasst und nicht

getrennt untersucht.

An Stelle der alten Begriffe ,Dranginkontinenz“ und ,Reizblase” wird heute die Bezeichnung

»~oyndrom der Uberaktiven Blase® (engl. "overactive bladder") verwendet.

Das Syndrom der Uberaktiven Blase stellt einen Symptomenkomplex dar. Leitsymptom ist ein
plétzlicher, imperativer Harndrang, welcher oft nur mit Mihe unterdriickt werden kann und in
dessen Folge es zu Pollakisurie und Nykturie kommen kann. Der Harndrang kann in der leich-
ten Form ohne Harnverlust bleiben, spater im Verlauf zur spontanen unwillkiirlichen Miktion
bzw. zur Inkontinenz fihren. Als Ursache der Symptomatik missen eine Infektion der Harn-
wege oder andere urologische Erkrankungen ausgeschlossen sein (u.a. Abrahms et al. 2002).
Die Folge des Syndroms der Uberaktiven Blase ist eine deutliche Minderung der Lebensquali-
tat, oft assoziiert mit Schlafstérungen, Sexualstérungen und Depressionen (Muhlstein, Deval
2008).

Es wird davon ausgegangen, dass ca. 49 Millionen Menschen in Europa vom Syndrom der
Uberaktiven Blase betroffen sind. Die grof3te internationale, populationsbasierte Querschnitts-
studie (Irwin et al. 2006) zur Abschatzung der Pravalenz von Symptomen des unteren
Harntraktes (EPIC- Studie) zeigt bei den 19.165 Studienteilnehmern eine Gesamtpravalenz des

Syndroms der Uberaktiven Blase von 11,8 % (keine geschlechtsspezifischen Unterschiede) so-
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wie einen Trend zum Anstieg mit dem Alter (Haschim, Abraham 2007). In dieser Studie konnte
auch bestétigt werden, dass sich die geschlechtsspezifischen Kurven etwa ab dem 60. Lebens-
jahr kreuzen: in jungeren Altersgruppen ist das Syndrom der Uberaktiven Blase bei Frauen
haufiger (postmenopausale Hormondefizienz), wahrend das h&ufig mit irritativen Symptomen
vergesellschaftete Prostatawachstum des alternden Mannes chronisch fortschreitet und im ho-

hen Alter zu Pravalenzen fihrt, welche die der Frauen Uberschreiten (Hampel et al. 2003).

Daher ist das Syndrom der Uberaktiven Blase ein Problem mit wachsendem gesellschaftspoliti-
schen Gewicht und wird bei der zu erwartenden demographischen Entwicklung und der mit

steigendem Lebensalter zunehmenden Inzidenz noch weiter an Bedeutung gewinnen.

1.2 Therapie des Syndroms der Uberaktiven Blase

Die Behandlung des Syndroms der tUberaktiven Blase (mit/ ohne Dranginkontinenz) erfolgt kon-
servativ und hat das Ziel, die funktionelle Blasenkapazitat zu erhéhen und damit die
Miktionsintervalle zu verlangern. Dabei kommen Verhaltenstherapie, externe Elektrostimulation
und Magnetstimulationstherapie allein oder in Kombination mit einer Pharmakotherapie zum

Einsatz.

Bei der medikamentdsen Behandlung eines Syndroms der Uberaktiven Blase werden orale An-
ticholinergika eingesetzt, wie z. B. Oxybutynin, Tolterodin, Propiverin und Trospiumchlorid
(Nilvebrant et al. 1997; Clemett, Jarvis 2001; Hills et al. 1998). Neuere Wirkstoffe sind anticho-
linerge Substanzen mit hoherer Selektivitat fir den M3- Rezeptor wie z.B. Solifenacin und
Darifenacin (Vella et al. 2006). Ziel der medikamentdsen Therapie ist die Absenkung der Uber-
aktivitat des  Detrusors durch  Verminderung oder Blockierung  unwillkrlicher
Detrusorkontraktionen. Ein Cochrane- Review Uber placebokontrollierte und vergleichende Un-
tersuchungen zur Wirkung von Anticholinergika hat gezeigt, dass diese Substanzen sowohl die
Zahl der Inkontinenzepisoden und Entleerungen (jeweils pro 24h) erniedrigen, als auch die Le-

bensqualitat signifikant verbessern (Nabi et al. 2006).

Wenn Anticholinergika nicht zum erwiinschten Effekt fihren, bzw. wegen Unvertraglichkeit
nicht in der notwendigen Dosis gegeben werden kénnen, besteht als medikamentdse Alternati-
ve noch die Mdglichkeit der endoskopischen Injektion von Botulinumtoxin A in den Musculus
detrusor vesicae. Dieses Verfahren findet insbesondere bei der neurogen bedingten Detru-
sorhyperaktivitat Anwendung. Weiterhin werden Ostrogene in Form von vaginalen

Suppositorien eingesetzt, die einen Einfluss auf adrenerge, cholinerge und endokrine Rezep-
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torsysteme haben und somit die Steuerungsmechanismen der urovesikalen Einheit beeinflus-
sen kdnnen (Petri, Thiroff 2004).

Keine der oben genannten Substanzen ist blasenspezifisch. Anticholinergika dampfen auch
andere glattmuskuldre Organe in ihrer Aktivitdt. Verminderte Speichelproduktion fihrt zu Mund-
trockenheit, eine Schwachung des Ziliarmuskels hat Akkommodationsstérungen zur Folge. Die
anticholinerge Wirkung auf den Magen- Darm- Trakt kann zu Magenentleerungsstérungen und
Obstipation fuhren. Engwinkelglaukom, Tachyarrhythmie und Restharn tber 50 % der funktio-
nellen Blasenkapazitat stellen eine Kontraindikation fir den Einsatz der Anticholinergika dar.
Anderungen des Applikationsweges und der Applikationsart, insbesondere die Anwendung von
slow- release- Formen, kénnen sowohl die Vertraglichkeit als auch ihre Effizienz weiter erho-

hen.

1.3 ZNS- Nebenwirkungen einer Therapie mit antichol  inergen Substanzen

Relativ haufig limitieren anticholinerge Nebenwirkungen Therapieresultate und Compliance der
Patienten, die anticholinerge Substanzen zur Therapie eines Syndroms der Uberaktiven Blase
einnehmen. Neben typischen peripheren Nebenwirkungen werden unter der Therapie mit eini-
gen anticholinergen Substanzen Wirkungen auf das ZNS beobachtet. In klinischen Studien
konnte gezeigt werden, dass es unter Oxybutynin zu kognitiven Einschrankungen (Katz et al.
1998; Herberg 1999) sowie zur Veranderung der EEG- Aktivitat am Tage kommt, wahrend un-
ter Trospiumchlorid keine solchen Effekte gezeigt werden konnten (Pietzko et al. 1994).
AulRerdem existieren Berichte Uber neuropsychiatrische Nebenwirkungen unter Oxybutynin, wie
beispielsweise Halluzinationen, Psychosen, Verwirrtheitszustande, Konzentrations- und Orien-
tierungsstérungen sowie Midigkeit und Schlafrigkeit (Donellan et al. 1997; In T'Veld et al.
1998). Unter Tolterodin werden ebenfalls neuropsychiatrische Nebenwirkungen wie Halluzinat-
ionen und Verwirrtheitszustdnde sowie Schlafrigkeit, Nervositat und Parésthesien beschrieben
(Appell 1997; Guay 1999). Unter Trospiumchlorid wurden bisher keine kognitiven Ein-
schrankungen beschrieben. Einflisse von Oxybutynin, Tolterodin oder Trospiumchlorid auf den
Schlaf wurden bisher noch nicht untersucht, wobei die Meldungen Uber neuropsychiatrische
Nebenwirkungen, Berichte Uber das Auftreten von pavor nocturnus unter Therapie mit Oxybu-
tynin (Valsecia et al. 1998) sowie Parallelen zu anderen, bereits untersuchten anticholinergen
Substanzen vermuten lassen, dass auch teilweise der Schlaf beeintrachtigt wird. So wurden
sowohl Sedation und REM- Suppression als auch anticholinerge Nebenwirkungen bei der The-

rapie mit trizyklischen Antidepressiva beobachtet (Voderholzer et al. 1997) und ausgepragte
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Veranderungen der Schlafstruktur unter nichtselektiven (z.B. Scopolamin) wie auch unter selek-
tiven Anticholinergika (z.B. Pirenzepin), registriert. In diesen Fallen war sowohl der REM- Schlaf
als auch der NonREM- Schlaf betroffen.

1.4 Untersuchungsmethoden zur Evaluierung von Medik amenteneffekten
auf den Schlaf und die Kognition

Zur Objektivierung des Einflusses von Medikamenten auf den Schlaf wird die Schlafstruktur
mittels Polysomnographie untersucht. Weiterhin werden die subjektive Befindlichkeit mittels
standardisierter Fragebdgen und die kognitiven Fahigkeiten mittels Testbatterie evaluiert. Die
Polysomnographie bezeichnet die Aufzeichnung des Schlafes, die auf der Grundlage der Ablei-
tung von Hirnstromen (EEG), Muskelspannungen (EMG), Augenbewegungen (EOG) und
kardio- respiratorischen Parametern ein Polysomnogramm erstellt, welches Hinweise auf den
Schlafverlauf und dessen Stérungen gibt. Im Polysomnogramm erfolgt eine Zuordnung von
kurzen Epochen zu Wachphasen, NonREM- Schlaf und REM- Schlaf. Der NonREM- Schlaf
unterteilt sich in Leichtschlaf (Schlafstadium 1), mittlere Schlaftiefe (Schlafstadium 2) und Tief-
schlaf (Schlafstadium 3 und 4). Die Auswertung des Schlafes im Polysomnogramm erfolgt

visuell nach streng definierten und anerkannten Kriterien (Rechtschaffen, Kales 1968).
Das Schlafprofil eines jungen gesunden Erwachsenen zeigt die folgenden Eigenschaften:

dem Schlafbeginn geht die so genannte Schlaflatenz voraus, die als Periode zwischen
dem Zeitpunkt des gewinschten Einschlafens (zumeist mit dem Zeitpunkt des Aus-
schalten des Lichtes Ubereinstimmend) und dem ersten Auftreten von Schlaf im

Polysomnogramm definiert ist.
der Schlaf beginnt mit einer stufenférmigen Vertiefung des NonREM- Schlafes.

NonREM- und REM- Schlaf wechseln sich in regelmafiigen Perioden von ungefahr 90

Minuten ab.

Tiefschlaf tritt bevorzugt im ersten Nachtdrittel auf, gegen Morgen wird der NonREM-
Schlaf flacher.

REM- Schlaf- Perioden sind vermehrt in der zweiten Nachthalfte zu finden.
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1.5 Unterschiede in der ZNS- Wirksamkeit anticholin ~ erger Substanzen

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass nicht alle Substanzen mit einer anticholinergen
Aktivitat Wirkungen im ZNS desselben Ausmalles verursachen. Mitbestimmend fur die Wir-
kungen im ZNS sind die Penetrationsfahigkeit der Substanzen durch die Blut- Hirn- Schranke
und die Rezeptorselektivitat (Madersbacher 2006). Weitere Einflussfaktoren auf das Wirkungs-
profil der anticholinergen Substanzen sind deren pharmakokinetische Eigenschaften.
Individuelle EinfluRgréssen sind z.B. Alter, Geschlecht, Kérpergewicht, Leber- und Nierenfunk-

tion sowie die genetische Pradispostion.

Die Fahigkeit von Substanzen, die Blut- Hirn- Schranke zu penetrieren, héngt u.a. von der
Struktur, der Lipidloslichkeit, der elektrischen Ladung und der MolekilgroRe ab (Benet et al.
1996; Bradbury 2000). Substanzen mit einer hohen MolekilgroRRe, die relativ hydrophil sind und
eine elektrische Ladung besitzen, kdnnen die Blut- Hirn- Schranke schlechter penetrieren als
Substanzen mit entgegengesetzten Eigenschaften (siehe auch Abbildung 1). Anticholinerge
Substanzen mit quartarer Aminstruktur sind deutlich hydrophiler als tertiare Amine und kdnnen
somit im Gegensatz zu diesen die Blut- Hirn- Schranke nicht oder nur sehr schlecht tiberwin-

den.

Blut — BBB —» ZNS

Lipophilie

Abbildung 1:

Einflul3faktoren auf die Penetrati-
onsfahigkeit von Substanzen durch
die Blut- Hirn- Schranke (BBB). Die
Penetrationsfahigkeit ist gesteigert
bei hoher Lipophlie, elektrisch neut-
raler Ladung (niedrigem
lonisierungsgrad) und kleinem Mo-
lekulargewicht (modifiziert nach
Scheife und Takeda 2005)

elektisch neutral

kleines Molekulargewicht

Tolterodin ist strukturell (ebenso wie Oxybutynin) den tertiaren Ammoniumverbindungen zuzu-
ordnen, Trospiumchlorid den quartaren Ammoniumverbindungen (siehe Abbildung 2).

Tolterodin und dessen aktiver Metabolit 5- Hydroxymethyl- Tolterodin (5- HM) sind deutlich we-
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niger lipophil als Oxybutynin. Tolterodin ist elektrisch positiv geladen und hat als Tartrat eine
geringere MolekulgroRe als Oxybutynin. Damit ist die Penetrationsfahigkeit von Tolterodin ge-

ringer als die von Oxybutynin einzuschatzen.

Abbildung 2 Strukturformel der tertidren Ammoniumverbindungen Oxybutynin und Tolterodin sowie der quartaren
Ammoniumverbindung Trospiumchlorid (von links nach rechts)

Fur die Qualitat der zentralnervos bedingten Effekte spielen pharmakodynamische Eigenschaf-
ten eine bestimmende Rolle. Tolterodin gehort ebenso wie Trospiumchlorid zu den
nichtselektiven Antagonisten, Oxybutynin scheint M1- selektive (Donnellan et al. 1997) bzw.

M3- selektive (Schwantes, Topfmeier 1999) Eigenschaften zu besitzen.

Bei nichtselektiven cholinergen Antagonisten (z.B. Scopolamin) zeigen sich ausgeprégte Ver-
anderungen der Schlafstruktur, wobei der REM- Schlaf starker als der NonREM- Schlaf
betroffen ist. Neben einer Verringerung des REM- Schlafes um 20 - 60 % zeigen sich eine vari-
able Verlangerung der REM- Latenz um bis zu 130 % sowie ein Anstieg der REM- Aktivitat
(Sagales et al. 1975; Sitaram et al. 1978; Poland et al. 1989, Poland et al. 1997; McCracken et
al. 1997). Bei M1- selektiven Antagonisten sind unterschiedliche Ergebnisse bezlglich ihres
Einflusses auf den REM- Schlaf bekannt (McCracken et al. 1997; Velazquez-Moctezuma et al.
1991; Imeri et al. 1992; Salin-Pascual et al. 1993; Zoltoski et al. 1993). M2- selektive Antago-
nisten wirken sowohl auf die REM- Schlafdauer als auch auf die REM- Latenz (Imeri et al.
1991; Velazquez-Moctezuma et al. 1991; Imeri et al. 1992). M3- selektive Antagonisten zeigen
keine Veranderungen auf den REM- Schlaf, jedoch Modifizierungen der NonREM- Schlafstruk-
tur durch Veranderungen des Wach- und Tiefschlafanteils (Imeri et al. 1991, 1992).
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1.5.1 Pharmakokinetische Eigenschaften von Tolterod  in und deren Beeinflussung
durch den CYP2D6- Enzymstatus

Tolterodin wird schnell und komplett absorbiert und erreicht nach 1 bis 3 Stunden seine maxi-
male Serumkonzentration. Die Bioverfugbarkeit ist mit 10 % bis 74 % sehr variabel, unabh&ngig

von der Dosierung.

Plasmaspiegel und Verstoffwechslung von Tolterodin sind abhangig von der Aktivitat von Cy-
tochrom P4502D6 (CYP2D6) und damit vom CYP2D6- Genotyp.

Abbildung 3: Abbauweg von Tolterodin, abhéngig

oH CYP3A4 oH vom Enzymstatus bezuglich CYP2D6 (modifiziert
\1’:'/ —_— Lr nach Brynne et al. 1997)
Gitsisdine i Ib:  N- dealkyliertes Tolterodin

lla: 5- Hydroxymethyl-Tolterodin

l CYP2D6 1 IIb: Dealkyliertes 5- Hydroxymethyl- Tolterodin

IVa: Tolterodin- Carboxylséure

OH

Hﬂv%j > . \I/ IVb: Dealkylierte Tolterodin- Carboxylsaure
lla b

OH OH

==L

,<
|

Va Vb

Bei Personen mit unverdnderter CYP2D6- Enzymaktivitat (Schnellmetabolisierer = ,extensive
metabolizer" = EM) wird Tolterodin via CYP2D6 zu dem aktiven 5- Hydroxymethyl- Metaboliten
(5- HM) umgewandelt, welcher wahrscheinlich signifikant zum therapeutischen Effekt von Tolte-
rodin  beitrdgt (Brynne 1998). Bei Personen ohne CYP2D6- Enzymaktivitat
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(Langsammetabolisierer = ,poor metabolizer* = PM) wird die Muttersubstanz via CYP3A4 in
N- dealkyliertes Tolterodin umgewandelt, welches nicht zum therapeutischen Effekt von Tolte-
rodin beitragt (Brynne et al. 1998). Ca. 7 % der kaukasischen Bevdlkerung sind von einer
CYP2D6- Defizienz betroffen, wobei insgesamt 4 Varianten im CYP2D6- Gen (siehe Tabelle 1)
fur Uber 95 % der phanotypischen Langsammetabolisierer der kaukasischen Bevdlkerung ver-
antwortlich sind (Sachse et al. 1997, Griese et al. 1998).

Tabelle 1:  Auswahl von CYP2D6- Varianten, genetischer Effekt und Auswirkungen auf die Enzymaktivitat (OMIM:
124030, GenBank No. M33388).

Allel Nukleotid- genetischer Effekt Enzymaktivitéat Referenz
CYP2D6 veranderungen
*1 keine “Wildtyp” Normal Kimura et al. 1989
EM
*3 2549ins/delA Verschiebung des Leserasters Keine Kagimoto et al. 1990
durch Deletion PM
*4 C100T Verschiebung des Splei3signals Keine Kagimoto et al. 1990,
G1846A durch Punktmutationen PM Gough et al. 1990,
G4180C Hanioka et al. 1990,

Yokota et al. 1993,
Marez et al. 1997

*5 CYP2D6 delektiert CYP2D6- Deletion Keine Gaedigk et al. 1991,
PM Steen et al. 1995

*6 T1707ins/delT Verschiebung des Leserasters Keine Saxena et al. 1994,
durch Deletion PM Evert et al. 1994,

Daly et al. 1995

Die Elimination der Tolterodin- Metaboliten erfolgt nach weiteren Metabolisierungsschritten
(Oxidation, Dealkylierung) zu 80 % uber die Niere. Bei EM hat Tolterodin eine Eliminations-
halbwertzeit von 2 bis 3 Stunden, 5- HM von 3 bis 4 Stunden (Brynne et al. 1998). Trotz der
kurzen Halbwertzeiten ist wegen der andauernden Effekte der Substanzen auf die Blasenfunk-

tion (Stahl et al. 1995, Brynne et al. 1997) eine zweimal tagliche Gabe ausreichend.

Die verminderte Clearance und verlangerte Halbwertszeit (ca. 10 Stunden) von Tolterodin
(Brynne et al. 1998) bei PM bedingen im Vergleich zu EM eine ca. 7- fach hohere Plasmakon-
zentration. Gleichzeitig lasst sich der pharmakologisch aktive 5- Hydroxymethyl- Metabolit nicht
nachweisen. Dies fuhrt dazu, dass bei gleicher Dosierung die Konzentration von unge-
bundenem Tolterodin bei PM mit der Gesamtmenge des ungebundenen Wirkstoffs und des 5-

Hydroxymethyl- Metaboliten bei EM vergleichbar ist.
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Somit differieren die pharmakokinetischen Parameter zwischen EM und PM deutlich, was je-
doch hinsichtlich des pharmakologischen Effektes eine nur geringe Kklinische Relevanz
darzustellen scheint, da der aktive Metabolit 5- HM signifikant zum pharmakologischen Effekt
in EM beitragt und dieser Effekt bei PM durch Tolterodin allein Glbernommen wird. Sicherheit,
Vertraglichkeit und klinische Wirksamkeit der Substanz waren in Studien unabhangig vom Pha-

notyp in &hnlicher Weise gegeben (Larsson et al. 1999).

Es ist jedoch denkbar, dass Tolterodin und 5- HM die Bluthirnschranke aufgrund unterschiedli-
cher physiko- chemischer Eigenschaften unterschiedlich gut penetrieren. Auch kann der
Metabolismus von Tolterodin durch Substanzen, welche CYP2D6 induzieren bzw. inhibieren,
beeinflusst werden. Da Langsammetabolisierer Tolterodin hauptsachlich tber CYP3A4 abbau-

en, ergeben sich hier Interaktionsmaoglichkeiten mit Inhibitoren und Induktoren von CYP3A4.

Aufgrund dieser Kenntnisse lasst sich vermuten, dass der CYP2D6- Genotyp fur die Wirksam-

keit und Sicherheit von Tolterodin Bedeutung hat.

Tabelle 2:  Typische Induktoren und Inhibitoren von CYP2D6 und CYP3A4

CYP2D6 Inhibitoren Induktoren

Psychopharmaka Fluoxetin, Norfluoxetin, Paroxetin, Carbamazepin
Thioridazin, Sertralin, Citalopram,

Moclobemid, Haloperidol

Andere Chinidin, Cimetidin Rauchen

CYP3A4 Inhibitoren Induktoren

Psychopharmaka Fluvoxamin, Nefadozon, Norfluoxetin ~ Carbamazepin

Andere Erythromycin, Ketokonazol, Cimetidin, Rauchen, Phenobarbital, Phenytoin,
Verapamil, Dexamethason Rifampicin

1.5.2 Einfluss des Alters auf die ZNS- Wirkungen an ticholinerger Substanzen

Der Schlaf verandert sich im Alter, er wird, auch bei gutem Gesundheitszustand, fragiler und
storanfalliger. Die weit verbreitete Ansicht, altere Menschen benétigten weniger Schiaf als jun-
gere, ist falsch. Haufig besteht lediglich eine Diskrepanz zwischen der Bettliegezeit und dem

Schlafbedarf. Wahrend die im Bett verbrachte Zeit beim alteren Menschen zunimmt, bleibt die
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echte Schlafzeit weitgehend unverandert, allenfalls verringert sie sich geringfugig (Williams
1974; Bliwise 2005). Im Alter nimmt jedoch die Fahigkeit ab, durchgehend und lange zu
schlafen. Die Anzahl der Schlafunterbrechungen nimmt zu (Danker-Hopfer et al. 2005; Bliwise
2005), was sich in haufigeren Schlafstadienwechseln und kurzen Weckreaktionen, so genann-
ten Arousals, duRRert. Die Wachzeiten werden langer. Mit zunehmendem Alter verschlechtert
sich aul3erdem die Fahigkeit, einzuschlafen. Weiterhin zeigen sich Veranderungen im Schlaf-
profil insofern, dass der Anteil des REM- Schlafes im Alter gleich bleibt, der Tiefschlaf sich aber
verkirzt (Carskadon, Dement 2005). Im Ausgleich verlangert sich die Leichtschlafzeit (Bliwise
2005; Redline 2004).

Die Wirkung anticholinerger Substanzen auf die Schlafstruktur und die kognitive Funktion ist im
Alter, bei Erkrankungen, die den REM- Schlaf beeintrachtigen (wie z.B. Depression) sowie bei
Schlafstérungen, deutlich ausgeprégter (Gillin et al. 1991; Nies, Spielberg 1996; Riemann et al.
1994; Poland et al. 1997; Donellan et al. 1997; Katz et al. 1998). Fir die verstarkten anticholi-
nergen Nebenwirkungen im Alter sind sowohl Verdnderungen der pharmakokinetischen als

auch der pharmakodynamischen Eigenschaften verantwortlich.

Den pharmakokinetischen Unterschieden liegen insbesondere Veranderungen bei der Vertei-
lung von Substanzen sowie Verdnderungen in der Funktion der Eliminationsorgane zugrunde.
Bereits physiologisch kommt es im Alter zu einer Abnahme der Muskelmasse um ca. 20 %, ei-
ner Veranderung der anteilsmaRigen Zusammensetzung von Flussigkeit und Fett (Reduktion
des Gesamtkdrperwassers um ca. 20 %, Anstieg des Korperfettanteils um ca. 50 - 100 %), ei-
nem erniedrigten Herzzeitvolumen und einer Reduktion der Plasmaproteinkonzentration um ca.
20 %. Mit zunehmendem Alter nehmen sowohl die Nierenfunktion als auch die hepatische Eli-
minationsleistung ab. Pathologische Zustande wie z.B. Malnutrition, Dehydratation, Odeme,
Herzinsuffizienz oder Niereninsuffizienz kdnnen diese Verdnderungen noch weiter beeinflus-

sen.

Fur die Bedeutung pharmakodynamischer Verdnderungen im Alter spricht eine hthere Fre-
quenz sowie eine hdhere Suszeptibilitat zentralnervoser Effekte, auch wenn die Dosierung der
Substanzen den altersentsprechenden pharmakokinetischen Verdnderungen angepasst wird
(Nies, Spielberg 1996; Platt, Mutschler 1999).
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2 Fragestellung

Anticholinerge Substanzen wie Oxybutynin, Tolterodin, Propiverin und Trospiumchlorid werden
zur Therapie von Symptomen einer Uberaktiven Blase, welche insbesondere altere Menschen
betreffen, eingesetzt. Relativ haufig limitieren anticholinerge Nebenwirkungen Therapieresultate

und Compliance der Patienten.

Unter Tolterodin werden gelegentlich zentralnervise Effekte, wie Schlafrigkeit, Verwirrtheitszu-
stande und Halluzinationen beobachtet, davon sind am h&ufigsten altere Patienten betroffen.
Die im Vergleich zu Oxybutynin deutlich niedrigere Rate von zentralnervosen Nebenwirkungen
unter Tolterodin wird am ehesten den physikochemischen Eigenschaften zugeschrieben, wel-

che zu einer geringeren Penetrationfahigkeit Uber die Blut- Hirn- Schranke fihrt.

Zur Verbesserung der Sicherheit in der Anwendung sowie zur Evaluierung von zentralnervdsen
Nebenwirkungen und mdglichen Auswirkungen auf den Schlaf, wurde in der hier vorliegenden

Arbeit die Substanz Tolterodin untersucht und mit einer Placebomedikation verglichen.

Das Hauptaugenmerk der Arbeit lag auf den Einflissen des Alters sowie des Metaboli-
sierungsweges, auf der subjektiven und objektiven Schlafstruktur sowie auf kognitiven Parame-
tern nach einer Einmalgabe von Tolterodin am Abend. Dazu wurden die Ergebnisse der Studie
an einer jungeren Probandengruppe mit denen der Studie an der Hauptzielpopulation fir diese
Medikamente, an Uber 50 Jahre alten Personen, verglichen. Zusatzlich wurde untersucht, in-
wieweit genetisch bedingte Verdnderungen im Cytochrom- P450 CYP2D6 (CYP2D6), und

damit im Metabolismus von Tolterodin, zu Unterschieden bei den ZNS- Effekten fiihren.
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3 Material und Methoden

3.1 Probandenauswahl und Ablauf der Studie

Die klinischen Daten wurden aus zwei identisch aufgebauten Studien gewonnen, die sich ledig-
lich im Alter der Probanden unterschieden. Insgesamt wurde an 24 jungen und 24 &lteren
schlafgesunden Probanden die Akutwirkung von drei verschiedenen Anticholinergika (Trospi-
umchlorid, Tolterodin und Oxybutynin) gegen Placebo getestet. Im Rahmen der hier

vorgestellten Doktorarbeit wurden jedoch nur die Daten zu Tolterodin verwendet.

3.1.1 Probanden

Auf Grundlage der Fallzahlschatzung (s. Biometrie und Statistik) wurde festgelegt, dass in jede
Studie jeweils 24 Probanden mit vollstandigem Datensatz aufgenommen werden. Entstandene

Dropouts wurden ersetzt.

In die erste Studie an jungen Probanden wurden Probanden im Alter zwischen 22 und 43 und
in die zweite Studie altere Probanden im Alter zwischen 51 und 65 Jahren eingeschlossen. Es
wurden sowohl weibliche als auch méannliche Probanden untersucht. Alle Probanden waren

schlafgesund. Zur Auswahl der Probanden wurde folgende Voruntersuchung durchgeftihrt.

3.1.1.1 Voruntersuchung

Die Voruntersuchung bestand aus folgenden Teilen:

1. Erhebung von Anamnese und klinischem Status:
Zum Ausschluss einer Schlafstérung wurde von den Probanden vor der arztlichen Un-
tersuchung ein Schlaffragebogen nach Gortelmeyer (B) ausgefillt (Gortelmeyer 1996).
In der Anamnese waren besonders zum Zeitpunkt der Untersuchung bestehende inter-
nistische und neurologisch/ psychiatrische Erkrankungen zu eruieren, des Weiteren
wurde eine moglichst ausfuhrliche Schlafanamnese erstellt. Der klinische Status um-
fasste die Uberpriifung des Allgemeinzustandes, des kardiovaskularen Systems, der

Schilddriisenmorphologie sowie des Bewegungsapparates.
2. Ableitung eines 12- Kanal EKG’s.

3. Blutabnahme zur Bestimmung folgender Labordaten:
Hamatologie: Hamoglobin, Hamatokrit, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl
Klinische Chemie: Kreatinin, Harnstoff, ALAT, ASAT, Gamma- GT
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Schilddrisenfunktion: TSH, fT3, fT4
Urinuntersuchung: Proteine, Glucose

Drogenscreening

Die Voruntersuchung beinhaltete eine vollstandige kardiorespiratorische Polysomnographie.
Nach vollstandiger Durchfihrung und Auswertung der Voruntersuchung wurden die Ein- und

Ausschlusskriterien gepruft und eine Entscheidung Gber den Einschluss in die Studie getroffen.

3.1.1.2 Nachuntersuchung

Die Nachuntersuchung erfolgte spatestens eine Woche nach der letzten Studiennacht. Sie be-
inhaltete eine anamnestische Befragung, eine korperliche Untersuchung, eine EKG- Ableitung
und die Erfassung unerwiinschter Ereignisse. Des Weiteren wurde eine Blutentnahme zur Be-

stimmung der Laborparameter wie in der Voruntersuchung durchgefihrt.

3.1.1.3 Einschlusskriterien

Folgende Kriterien mussten fur die Teilnahme an einer der beiden Studien erfillt sein:

Alter > 20 Jahre (erste Studie) bzw. > 50 Jahre (zweite Studie)
— Proband ist in der Lage, Umfang und Tragweite der Studie zu verstehen.
— Einverstandniserklarung des Probanden zur Teilnahme an der Studie liegt vor.

— altersentsprechender korperlicher Untersuchungsbefund einschliellich EKG und Laborsta-

tus in der Voruntersuchung.

— gesunder Schlaf (Schlaffragebogen nach Goértelmeyer SF- B, Epworth Schlafrigkeitsskala)

3.1.1.4 Ausschlusskriterien
Folgende Kriterien schlossen Probanden von der Teilnahme an diesen klinischen Untersu-

chungen aus:

— Graviditat, Stillzeit und unzureichende Schwangerschaftsverhitung bei Frauen im gebéarfa-

higen Alter

— Unvermdgen des Einhaltens eines regelmafigen Schlaf- Wach- Rhythmus bzw. des

Unterlassens von Kurz- oder Mittagsschlaf am Tag der Adaptations- oder Studiennacht

— Uberempfindlichkeit gegen einen der Wirk- oder Hilfsstoffe der Studienmedikation
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— anamnestischer Hinweis auf das Vorliegen einer der folgenden Erkrankungen:

Funktionsstorungen der Schilddriise (aul3er euthyreote Struma),
— Diabetes mellitus sowie bekannte Glukosetoleranzstérungen,
— Myasthenia gravis,

— Erkrankungen oder Operationen des Gastrointestinaltraktes, die Kontraindikationen fur ei-

nen der Wirkstoffe darstellen oder die Resorption beeinflussen
— akute und chronische Lebererkrankungen, Cholangitis, Verschlussikterus,
— Pankreatitis,

— akute und chronische Nierenerkrankungen, obstruktive Harnabflussstérungen verbunden
mit dem Risiko des Harnverhalts,
Herz- Kreislauferkrankungen, Herzrhythmusstérungen (Ausnahme: behandelter Hypertonus

ohne Einnahme von Beta- Blockern),
— Zerebralsklerose, akute und/ oder chronische psychiatrische/ neurologische Erkrankungen

— systemische Erkrankungen (z.B. Kollagenosen, hamatologisch- onkologische Erkrankun-
gen),
— Engwinkelglaukom,

— unzulassige Begleitmedikation wahrend bzw. 7 Tage vor Studienbeginn:

Anticholinergika und Cholinergika bzw. Arzneimittel mit anticholinergen oder cholinergen
Wirkungen wie z. B. Amantadin und andere Antiparkinsonmittel, Antihistaminika, Neuro-
leptika, Chinidin, trizyklische Antidepressiva, Atropin und verwandte Verbindungen,

beta- Sympathikomimetika, Medikamente, welche die Schlafstruktur bzw. die Schlafqualitat
beeinflussen wie z.B. Benzodiazepine, trizyklische Antidepressiva, maotilitatsanregende
Arzneimittel wie z. B. Metoclopramid, Cisaprid, Medikamente, welche CYP2D6 und 3A4 be-
einflussen, wie z. B. Fluoxetin, Makrolidantibiotika (Erythromycin, Clarithromycin),

Antimykotika wie z.B. Ketoconazol, Itraconazol, Miconazol.

— Einnahme von zentralwirksamen Medikamenten in den letzten 2 Monaten vor Studienbe-
ginn

— Alkohol- und/ oder Drogenabusus

— Rauchen (haufiger als 1x pro Woche, bzw. positiver Cotinin- Test in der Zeit zwischen Vor-

und Nachuntersuchung)
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— Teilnahme an anderen Klinisch- pharmakologischen Prifungen innerhalb der letzten 4 Wo-

chen oder Blutspende (= 400 ml) innerhalb der letzten 3 Monate.

3.1.2 Prufdesign

Es handelt sich um eine randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte Untersuchung im 3-

fach Cross- over- Design.

Im Rahmen der Untersuchung verbrachten die Probanden insgesamt acht Nachte im Schlafla-
bor und unterzogen sich Polysomnographien sowie kognitiven Tests. Diese acht Né&chte
setzten sich aus vier Versuchsblécken zu je zwei Nachten zusammen, wobei die Versuchsbl-

cke jeweils gleich abliefen.

Die erste Nacht diente der Adaptation, die zweite Nacht stellte die eigentliche Studiennacht dar,
deren Ergebnisse fir die Auswertung der Studie verwendet wurden. Die Einnahme der Medika-
tion erfolgte als Einmalgabe zu Beginn der Studiennacht. Im Anschluss an die zwei Nachte im

Schlaflabor folgte jeweils eine mindestens 14- tagige Auswaschphase.

Placebo 4 . A 4
P
Trospium N K _.A
"L
: :‘ -:. " : -
Oxybutynin 5, “ ¢ b
Tolterodin 4 T FA
Wash-out Wash-out Wash-out
—+— +— +— —1
K A S A S A 8 A S
Tag -1 1 2 15 16 29 30 43 44
Behandlungsschema A K - Kontrolinacht
Behandlungsschema B A - Adaptationsnacht
Behandlungsschema C S - Studiennacht

Behandlungsschema D

Insgesamt dauerte die Studie (ohne Voruntersuchung, Kontrollnacht und Nachuntersuchung)

fur jeden Probanden mindestens 44 Tage.
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3.1.3

Untersuchungsdurchfiihrung

Am Abend jedes Untersuchungstages fand sich der Proband um 20.00 Uhr im Schlaflabor des

Institutes fur Klinische Pharmakologie ein. Die Medikation wurde jeweils vor der Studiennacht

(zweiter Untersuchungstag des Versuchsblocks, entsprechend Tag 2, 16, 30, 44) um 20.30 Uhr

vom Probanden eingenommen.

Die Untersuchungsnachte wurden immer mit dem gleichen Ablauf durchgefiihrt:

© N o o bk 0w DN RE

10.
11.
12.
13.
14.
15.

20.00 Uhr Ankunft im Schlaflabor

Ausfillen des Abendprotokolls der DGSM

Abendtoilette

20.30 Uhr Einnahme der Abendmedikation unter Aufsicht
Anlegen der Elektroden

21.30 Uhr Durchfiihrung der kognitiven Tests

Bioeichung

22.30 Uhr Beginn der Schlafableitung

am Morgen Beendigung der Schlafableitung (Zeitpunkt nach Wunsch des Probanden,
jedoch max. 6.30 Uhr)

Entfernen der Elektroden

Morgentoilette

Ausfillen des Morgenprotokolls der DGSM

Fruhstick

Kontrolle des Ablaufes und Befragung

Entlassung des Probanden nach Hause

Die Probanden wurden gebeten, am Abend nach der letzten Nacht jedes Versuchsblockes (Tag

3, 17, 31, 45) das Abendprotokoll selbsténdig auszufillen und zum Beginn des nachsten Ver-

suchsblockes mitzubringen.



3 Material und Methoden 22

3.1.4 Studienmedikation

Die Prifpraparate wurden als Oblatenkapseln in &uRRerlich gleicher Form gegeben. Die Ein-
nahme der Medikamente erfolgte geman der Ublichen Dosierung, in der diese Medikamente fir
die Behandlung von Detrusor- Instabilitdt oder Detrusor- Hyperreflexie angewendet werden. Die
Einnahme erfolgte eine Stunde vor den kognitiven Tests bzw. zwei Stunden vor dem Schlafen-

legen. Jeder Proband erhielt in randomisierten Reihenfolge:
Trospiumchlorid 45 mg (3 Oblatenkapseln mit jeweils 1 Tablette & 15 mg),
Oxybutynin 15 mg (3 Oblatenkapseln mit jeweils 1 Tablette a 5 mg)

Tolterodin 4 mg (2 Oblatenkapseln mit jeweils 1 Tablette a 2 mg und 1 Oblatenkapsel

mit 1 wirkstofffreien Tablette)

Placebo (3 Oblatenkapseln mit je 1 wirkstofffreien Tablette).
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3.1.5 Polysomnographie

3.1.5.1 Ableitung der Polysomnographie

Die Schlafableitung fand im Probandenbereich des Institutes fir Klinische Pharmakologie der
Charité in speziell dafur eingerichteten, abdunkelbaren, gut ventilierten Raumen statt. Es wur-
den maximal zwei Probanden gleichzeitig in identischen, aber voneinander getrennten Raumen
abgeleitet. Der Nachtdienst hielt sich in einem von diesen beiden Raumen getrennten Monitor-
raum auf, von dem aus beide Probanden mittels Infrarot- Kamera und Wechselsprechanlage

Uiberwacht wurden.

Die Schlafableitung beinhaltete entsprechend den Empfehlungen zur Durchfiihrung einer kardi-

orespiratorischen Polysomnographie folgende Parameter:

— EEG: 4 unipolare Ableitungen entsprechend dem 10- 20- System (C3, O1 gegen A2; C4, 02
gegen A2)

— 2 EOG- Kanale (rechte und linke Ableitung)

— 2 EMG- Kandle (submental und tibial)

— EKG (Dipol)

— thorakale und abdominelle Atmungsanstrengung (piezoelektrische Messung)
— Pulsoximetrie (Ableitung am Finger)

— Nasenflhler (Thermistor)

— Kehlkopfmikrofon

Zur Ableitung dieser Signhale wurde das System Alice3 (Heinen Loéwenstein) verwendet. Vor
Beginn der Aufzeichnung wurde eine technische und biologische Eichung durchgefihrt. Fir je-
den Kanal wurde eine optimale Amplitude eingestellt, die wahrend der Aufzeichnung nicht

verandert wurde.

3.1.5.2 Auswertung der Polysomnographie
Die Auswertung der polysomnographischen Aufzeichnung zur Beurteilung des Schlafprofils er-
folgte wegen der unzureichenden automatischen Schlafstadienerkennung visuell in 30- s-

Epochen nach den Ublichen Regeln (Rechtschaffen, Kales 1968). Die Analyse der Schlafsta-
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dien ermdglichte die Darstellung der Makrostruktur nach den auf internationaler Ebene tblichen

Auswertungskriterien.

Tabelle 2: Parameter zur Beschreibung des Schlafprofils

Abkirzung Definition Einheit
TST Gesamtschlafzeit = Dauer von REM + NonREM min
TIB Zeit im Bett (von Licht Idschen bis Licht anschalten) min
SE Schlafeffizienz = Anteil der TST an TIB x 100 %
REM Schlafstadium REM % von TST
NonREM1 Schlafstadium 1 % von TST
NonREM2 Schlafstadium 2 % von TST
SWS Tiefschlaf (= Schlafstadium 3 + Schlafstadium 4) % von TST
SO Sleep Onset = Einschlaflatenz min

Zeit vom Lichtldschen bis zum Schlafbeginn (= erste

von mindestens sechs 30- s- Epochen kontinuierlichen

S2)
SWS-L Zeit vom Schlafbeginn bis zur ersten Epoche SWS min
REM- L Zeit vom Schlafbeginn bis zur ersten Epoche REM min

3.1.6 Kognitive Testverfahren

Im Verlauf der Studie wurden zwei verschiedene Testverfahren eingesetzt:
— der Zahlen- Verbindungs- Test (ZVT)

— der d2- Aufmerksamkeits- Belastungs- Test (d2- Test)

Der ZVT (Oswald, Roth 1998) dient der Erfassung der basalen, allen Intelligenzleistungen
zugrunde liegenden, weitgehend milieuunabh&ngigen und genetisch bedingten kognitiven Leis-
tungsgeschwindigkeit. Diese korrespondiert mit jenen Fahigkeitsbiindeln, welche in der
Literatur als ,flussige” Intelligenz oder ,Bearbeitungsgeschwindigkeit* bezeichnet werden. Dem
Probanden wurden bei jeder kognitiven Testreihe 4 ZVT- Bdgen vorgelegt. Gemessen wurden
die Reaktionszeiten bei der Bearbeitung der vier Bogen, woraus die mittlere Reaktionszeit pro

Testreihe berechnet wurde.
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Der d2- Test (Brickenkamp 1998) stellt eine standardisierte Weiterentwicklung der so genann-
ten Durchstreichtests dar. Er misst Tempo und Sorgfalt des Arbeitsverhaltens bei der
Unterscheidung ahnlicher visueller Reize (Detail- Diskrimination) und ermdéglicht damit die Beur-
teilung individueller Aufmerksamkeits- und Konzentrationsleistungen. Der Proband wurde
gebeten, in einer vorgegebenen Zeit alle richtigen Buchstaben zu markieren. Gemessen wurde
die Anzahl der bearbeiteten Zeichen (GZ) sowie die Anzahl der Fehler (F). Aus beiden GréRRen
wurde der Gesamtleistungswert als Differenz aus der Anzahl der bearbeiteten Zeichen und der
Fehleranzahl (GZ- F) berechnet

3.1.7  Fragebodgen

Im Verlauf der Studie wurden vier verschiedene Fragebtdgen eingesetzt:
— modifiziertes Abendprotokoll der DGSM

— modifiziertes Morgenprotokoll der DGSM

— Fragebogen B nach Gortelmeyer (SF- B)

— Epworth Schlafrigkeitsskala (ESS)

3.1.7.1 Morgen- und Abendprotokolle

Wahrend des Aufenthaltes im Schlaflabor wurden modifizierte Morgen- und Abendprotokolle
der Deutschen Gesellschaft fur Schlafmedizin und Schlafforschung (DGSM) verwendet. Sie
wurden zur Einschatzung der subjektiven Schlafparameter und Befindlichkeit sowie zur Kontrol-
le der Compliance verwendet. Die in den Original- Schlaffragebdgen der DGSM (Hoffmann
1997) enthaltenen Ordinalskalen (von 1 bis 5) wurden durch Intervallskalen (in Form von visuel-
len Analogskalen) ersetzt. Die Items wurden beibehalten. Visuelle Analogskalen (VAS) wurden
bereits bei anderen Schlaffragebdgen, wie beispielsweise dem VIS- M und dem VIS- A (Ott et
al. 1996), zur Evaluierung der subjektiven Befindlichkeit eingesetzt. Auf den VAS sollten die
Probanden auf einer horizontalen Linie zwischen der negativsten und positivsten Auswahimdég-
lichkeit den Punkt markieren, welcher ihren jeweiligen Empfindungen entsprach. Die Linie
wurde in 100 Abschnitte eingeteilt, wobei die negativste Alternative mit 0 Punkten bewertet
wird, die positivste mit 100 Punkten. Die Anordnung der positiven und negativen Eigenschaften
auf der rechten oder linken Seite der Linie wurde variiert, um Automatismen beim Ausfillen zu

vermeiden.
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Das Morgenprotokoll enthielt Fragen zur Morgenbefindlichkeit, zur Erholsamkeit des Schlafes,
zum Einschlafen, zum Durchschlafen, zu Trdumen, zum Erwachen am Morgen, zur Schlafdau-
er, zu Storungen wahrend der Nacht sowie zu Medikamenteneinnahmen am Abend und

wahrend der Nacht.

Im Abendprotokoll sollten Fragen zur Befindlichkeit am Abend, zur Tagesbefindlichkeit, zur Ta-
gesmudigkeit und Schlaf am Tage, zu Belastungen wahrend des Tages, zur Einnahme von
koffeinhaltigen Getranken, Alkohol oder Nikotin im Laufe der letzten vier Stunden sowie zur

Medikamenteneinnahme am Tage beantwortet werden.

Das Ausfullen der Protokolle wurde unter standardisierten Bedingungen unter der Aufsicht des
Nachtdienstes durchgefiihrt. Dieser war auch fur die Kontrolle auf Vollstandigkeit verantwort-
lich. Das Abendprotokoll wurde bei Einnahme der Studienmedikation, das Morgenprotokoll vor

dem Frihstick am Morgen ausgefillt.

Aus den Morgen- und Abendprotokollen wurden folgende Parameter zur subjektiven Bewertung

des Schlafes ausgewahlt:

— Einschlaflatenz als Angabe in min aus dem Morgenprotokoll,

— Schlafdauer als Angabe in min aus dem Morgenprotokoll

sowie zur Bewertung der Befindlichkeit am Morgen und wéhrend des Tages:

— Schlafqualitat als VAS von 0 bis 100 aus dem Morgenprotokoll,
— Morgenbefinden als VAS von 0 bis 100 aus dem Morgenprotokoll,
— Leistungsfahigkeit als VAS von 0 bis 100 aus dem Abendprotokoll.

(Morgen- und Abendprotokolle siehe folgende Seiten)
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Universitéitsklinikum Charité Datum:
Medizinische Fakultit der
Humboldt-Universitit Berlin

Schlafmedizinisches Zentrum
Luisenstr.13a, 10117 Berlin
Tel.: (030) 2802 4855

Name, Vorname:

Abendprotokoll

1. Wie fiihlen Sie sich jetzt?

|
bedriickt

unbeschwert
[ |
I —
matt frisch
| |
1 1
angespannt entspannt

2. Schiitzen Sie den heutigen Tag ein:

Wie leistungsfihig waren Sie heute?
|

[
unproduktiv

Wie energiegeladen fiihlten Sie sich?
L

1
sehr leistungsfahig

I
mude, abgespannt

Wie ausgeglichen fiihlten Sie sich heute?
|

frisch, energiegeladen

|
nervds, labil

3. Haben Sie sich heute miide oder erschipft gefiihlt?

O ziemlich miide
O ziemlich erschopft

wenn ja: O ein wenig miide

O ein wenig erschopft

1
ruhig, entspannt

JA / NEIN

O sehr mide
O sehr erschopft
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4. Haben Sie heute tagsiiber geschlafen? JA / NEIN
wenn ja: Wie lange insgesamt: ca. min Wie oft: mal

Zu welchen Zeiten:

5. Hat es fiir Sie heute besonders starke Belastungen gegeben? JA / NEIN

wenn ja: O korperlicher Natur O geistiger Natur O seelischer Natur

6. Haben Sie in den letzten 4 Stunden GenuBmittel zu sich genommen?

JA /NEIN

wenn ja; Menge War dies fiir Sie im Vergleich mit den
letzten zwei Wochen:
Kaffee oder Tee Tassen O wenig O normal O viel
Cola Glaser
Bier (0,2 Liter) Glaser O wenig O normal O viel
Wein oder Sekt Glaser
Schnaps, Cognac, Likor Glaser
Zigaretten Stick O wenig O normal O viel
Zigarren oder Pfeifen Stiick
7. Haben Sie heute Medikamente eingenommen? JA / NEIN
wenn ja: |
Priparat Uhrzeit und | Uhrzeit und | Uhrzeit und | Uhrzeit und
Dosis Dosis Dosis Dosis

Abendprotokoll Seite 2
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Universititsklinikum Charité Datum:
Medizinische Fakultit der
Humboldt-Universitiit Berlin
Schlafmedizinisches Zentrum Name, Vorname:
Luisenstr.13a, 10117 Berlin
Tel.: (030) 2802 4855

Morgenprotokoll

1. Wie fiihlen Sie sich jetzt?

f i
bedriickt unbeschwert
| |
miuide, erschopft frisch, ausgeruht
1 1

I 1
angespannt entspannt

2. Wie erholsam war Ihr Schlaf?

ausgezeichnet _ gar nicht erholsam

3. Wie gut sind Sie gestern eingeschlafen?

1
gar nicht sofort

Dauer bis zum Einschlafen: ca Std. min

War dies fur Sie im Vergleich mit den letzten zwei Wochen:
O sehr kurz O kurz O normal O lang O sehrlang

4. Woran hat es gelegen, wenn Sie schlecht einschlafen konnten?

O personliche Probleme O berufliche Probleme O Geriusche/Larm

O ungewohnte Schlaf- O korperliche O Beschiftigung mit
umgebung MiBempfindungen Banalititen

O konnte nicht aufhdren zu O Innere Unruhe O WeiB ich nicht
denken

O Sonstiges:
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S. Wie hiiufig sind Sie in der Nacht aufgewacht?

standig gar nicht
Anzahl; ca. mal

War dies fiir Sie im Vergleich mit

den letzten zwei Wochen: O selten O normal O hiufiig

wenn ja, wie lange waren Sie insgesamt wach: ca. Std. min

War dies fiir Sie im Vergleich mit
den letzten zwei Wochen: O kurz O normal O lang

6. Sofern Sie nachts wach wurden, woran hat es gelegen?

O Hunger oder Durst O muBte zur Toilette O starkes Schwitzen

O Atembeschwerden O Herzbeschwerden O Schmerzen

O Gerdusche/Larm O hatte getraumt O personliche Probleme
O berufliche Probleme O weil ich nicht

O Sonstiges

7. Sofern Sie Schwierigkeiten mit dem Wiedereinschlafen hatten, woran hat
es dann gelegen?

QO personliche Probleme O berufliche Probleme O Gersusche/Lirm

O ungewohnte Schiaf- O korperliche O Beschiftigung mit
umgebung MiBempfindungen Banalititen

O konnte nicht aufthéren zu O Innere Unruhe O WeiB ich nicht
denken

O Sonstiges:

8. Haben Sie heute nacht getriumt?

wenn ja: O kurz O normal O lang

O angenehm O neutral O unangenehm

Morgenprotokoll Seite2
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9. Wann sind Sie heute nacht endgiiltig aufgewacht?

Wann sind Sie aufgestanden?

Wurden Sie zuletzt

Empfanden Sie das als

O zu frih

O von alleine wach

(6]

O geweckt

genau richtig

10. Wie lange haben Sie heute nacht insgesamt geschlafen?

g

g

O zu spit

[
gar nicht

Dauer: ca.

min

War dies fur Sie im Vergleich mit den letzten zwei Wochen:

O sehr kurz O kurz

11. Haben Sie vor dem Schlafengehen oder wiihrend der Nacht

O normal

Medikamente eingenommen?

O lang

1
ausreichend

O sehr lang

Praparat Uhrzeit Dosis
12. Wurden Sie heute nacht gestort durch:
nein bemerkt, |leicht gestort | sehr gestort
nicht stérend
Elektroden
Geriusche
Raumklima
Sonstiges:

Morgenprotokoll

bitte wenden =

Seite 3
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13. Bemerkenswerte Tages- oder Nachtereignisse:

14. Bitte markieren Sie mit einem Pfeil,
wann Sie eingeschlafen und wann Sie endgiiltig aufgewacht sind!

Bitte kreuzen Sie in den Kiistchen an (1/2 Stunde) an,
in welchen Zeiten Sie wach gelegen haben!

1 1 [l 1 ] 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 ] 1 ! 1 ] 1 ]
I T T T T T I T 1 1 1

21.00 22,00 23.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Morgenprotokoll Seite 4
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3.1.7.2 Schlaffragebogen B nach Gdrtelmeyer

Der SF- B wurde zur Voruntersuchung ausgefillt und erhebt Daten zu schlafrelevanten Ereig-
nissen wahrend der letzten zwei Wochen. Dadurch konnte das Bestehen einer Schlafstérung in
diesem Zeitraum verifiziert werden. Die Items des Fragebogens wurden zu folgenden Faktoren

zusammengefasst:
SQ Schlafqualitat
GES  Geflhl des Erholtseins nach dem Schlaf
PSYAA Psychische Ausgeglichenheit am Abend
PSYEA Psychische Erschopftheit am Abend
PSS Psychosomatische Symptome

Die Faktoren SQ und GES wurden mit den Werten SQ > 3,5 und GES > 2,5 als Kriterium fur

einen gesunden Schlaf verwendet.

3.1.7.3 Epworth Schlafrigkeitsskala
Die ESS erhebt retrospektiv Daten zur Tagesschlafrigkeit in acht typischen Alltagssituationen.
Dadurch kann das Bestehen von Schlafstérungen, speziell von Hypersomnien, verifiziert wer-

den. Ein ESS- Gesamtscore < 11 wurde als Kriterium fur einen gesunden Schlaf verwendet.
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3.2 Genotypisierung

3.2.1 Blutentnahme

Das zur Genotypisierung bengétigte Vollblut wird tGber eine Venenpunktion in ein 9 ml EDTA-
Rohrchen der Fa. Sarstedt aufgenommen und zwecks Durchmischung geschiittelt. Die Rohr-

chen werden eindeutig mit der Probandenidentifikation gekennzeichnet.

3.2.2 DNA- Extraktion

3.2.2.1 Material fir die DNA- Extraktion
Gerate: DNA Extraktor: MagNa Pure LC (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim)

Reagenzien: Extraktionszubehér: MagNa Pure LC DNA Isolation Kit | (Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim)

3.2.2.2 DNA- Extraktion mit dem MagNa Pure LC

Die DNA- Extraktion erfolgt mit dem vollautomatischen MagNa Pure LC der Firma Roche. Dazu
werden je 200 pl Blut in eine 96er Platte gegeben und in dem Gerét platziert. Anschliel3end er-
folgt automatisch die Zugabe von Lysierungs- und Bindungspuffer, welche fir eine komplette
Zellauflosung sorgen. Nach der Denaturierung liegt die DNA als freies Molekdl vor. Durch Zu-
gabe von Proteinkinase K werden die zellularen Proteine verdaut. Die ebenfalls im Lysierungs-
und Bindungspuffer enthaltenen chaotropischen Salze und die hohe ionische Starke des Puf-
fers sorgen dafiir, dass die DNA an die siliziumbeschichtete Oberflache der magnetischen
Glaspartikelsuspension binden kann. Danach wird der Waschpuffer | hinzugegeben, welcher
Proteine (Nukleasen) und Zellmembranen sowie PCR- Inhibitoren wie Heparin und Hamoglobin
entfernt. Der Waschpuffer 1l entfernt Verunreinigungen (Zellreste) und vermindert die Konzent-
ration chaotropischer Salze. Die DNA wird dann bei erhdhter Temperatur in 100 pl

Losungspuffer gegeben. Nach dem Abkiihlen ist die DNA gebrauchsfertig.
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3.2.3 Detektion von Mutationen mit Hilfe der Polyme  rasekettenreaktion (PCR) und des

Restriktionsfragmentlangen- Polymorphismus (RFLP)

3.2.3.1 Material fir PCR und RFLP

Gerate: Hochleistungsthermocycler 9700 (Perkin Elmer, Norwalk, USA)
Hochleistungsthermocycler 9600 (Perkin Elmer, Norwalk, USA)
Zentrifuge GS- 6R (Beckman, USA)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)

Reagenzien: Biotherm™ DNA Polymerase (Rapidozym, Berlin)
Expand™ Long Template PCR System (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim)
MgCl, (Rapidozym, Berlin)
10xPuffer (Rapidozym, Berlin)
2, 3- Desoxy- guanosin- 5- triphosphat, dGTP (Rapidozym, Berlin)
2, 3- Desoxy- thymidin- 5- triphosphat, dTTP (Rapidozym, Berlin)
2, 3- Desoxy- adenosin- 5- triphosphat, dATP (Rapidozym, Berlin)
2, 3- Desoxy- cytosin- 5- triphosphat, dCTP (Rapidozym, Berlin)
Oligonukleotid- Primer (TIB Moilbiol, Berlin)
Restriktionsendonuklease Bst NI (New England BioLabs, Frankfurt a.M.)
Inkubationspuffer NEB blau
Restriktionsendonuklease Bsa Al (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot)
Inkubationspuffer NEB rot

Losungen: dNTP- Ldsung; dGTP (2mM), dTTP (2mM), dATP (2mM), dCTP (2mM)

3.2.3.2 Funktionsprinzip der Polymerasekettenreakti  on

Die Polymerasekettenreaktion ermdéglicht es, spezifische DNA- Fragmente mit Hilfe einer DNA-
Polymerase zu vervielfaltigen (Mullis et al. 1986). Zu Beginn der Reaktion wird der zu amplifi-
zierende DNA- Doppelstrang thermisch denaturiert. An der einzelstrangigen Matrizen- DNA
hybridisieren dann antiparallel zueinander als Startermolekiile zwei synthetische DNA-
Oligonukleotide (Primer). Durch Anwesenheit von dNTPs, 10xPuffer und MgCl, kann gezielt die
DNA- Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfaltigt werden. Bei der kontinuierlichen
Durchfihrung der PCR- Zyklen, der Denaturierung, Hybridisierung der Primer (Annealing) und
Polymerisierung zum Doppelstrang (Elongation) entsteht ein spezifisches, exponentiell ver-
mehrtes DNA- Fragment. Fir jede PCR muss die optimale Anlagerungstemperatur fur die

Primer ermittelt werden, da diese von der Lange der Primer und deren Nukleotidfolge abhangt.
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Die Reaktionsprodukte werden nachgewiesen, indem ein Teil des Amplifikates auf Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch getrennt wird. Bei jedem Versuch wird eine Negativprobe

mitgefihrt, um gegebenenfalls Kontaminationen erkennen zu kénnen.

Die Detektion von Mutationen kann direkt wahrend der PCR erfolgen oder durch sich an-

schlieBende Reaktionen.

3.2.3.3 Bestimmung von Mutationen mit Restriktionsf ragmentlangen- Polymorphismus
(RFLP)

Um Mutationsstellen nachzuweisen, nutzt man Restriktionsendonukleasen. Sie sind eine Grup-
pe bakterieller Enzyme, welche sequenzspezifisch DNA- Doppelstrdnge spalten. Da
Nukleotidsubstitutionen zu Veranderungen in der Erkennungssequenz der Endonukleasen fiih-
ren, kommt es so zum Verlust oder Neuauftreten einer Schnittstelle. Es resultieren Restrikt-
ionsfragmente unterschiedlicher Lange. Durch eine anschlieRende Elektrophorese lassen sich

die Fragmente der Gro3e nach zuordnen und auf diese Art Mutationsstellen identifizieren.

3.2.3.4 Material fur die Gelelektrophorese

Material: Elektrophoresekammer (Protrans, Ketsch)
Elektrophoresekammer BioRad Power PAC 200 (BioRad)
Elektrophoresenetzgerét 500/500 (Renner GmbH, Dannstadt)
Geldokumentationssystem Eagle Eye®Il (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)
Mikrowelle (Samsung, M1712N)

Reagenzien: 100- bp- DNA- Langenleiter (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot)
100- bp- DNA- Langenleiter plus (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot)
1- kb- DNA- Langenleiter (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot)
Agarosepulver, Eurogentec (Molecular Biology Grade Agarose)
Sybr® Green (BioWhittaker Molecular Applications, Rockland, USA)
Sephadex™ G 50 (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden)

Losungen:  TBE- Puffer: Tris (900 mM), Borsaure (900 mM), EDTA (2,5 mM), pH 8

DNA- Probenlaufpuffer: Bromphenolblau (0,25 %), Ficoll Typ 400 (15 %),
IXTBE(1 %)
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3.2.3.5 Funktionsprinzip der Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese kommt es zur Auftrennung von geladenen Teilchen im elektrischen
Feld. Die dabei verwendeten Gele dienen durch Ausbildung einer Netzstruktur als Molekular-
sieb. Dieses behindert die Wanderung gréf3erer Moleklle starker als die der Kkleineren.
Aufgrund ihrer negativen Ladung wandern DNA- Fragmente durch Agarosegele und kénnen so
identifiziert werden. Die Agarosekonzentration und die Dauer der Elektrophorese richten sich

nach der Grol3e der zu separierenden Fragmente.

Die Gele werden nach der Elektrophorese in einer Sybr Green®- haltigen Lésung unter Schiit-
teln gebadet. Diese Losung enthdlt 25 pl Sybr Green® und 500 ml 1xTBE- Puffer.
AnschlieRend werden die Gele unter UV- Licht im Eagle Eye®Il fotografiert.

3.2.3.6 Herstellung der Agarosegele

Die hier verwendeten Agarosegele werden hergestellt, indem 300 ml 1xXTBE- Puffer mit einer
dem Prozentsatz entsprechenden Menge Agarosepulver in einem Mikrowellengerat gekocht
werden. Die Gele werden dann in vorgefertigte Schlitten mit eingelegten Kammen zur Ausfor-
mung der Geltaschen gegossen. Wenn die Gele erstarrt sind, werden sie in mit TBE- Puffer

geflllte Elektrophoresekammern eingesenkt.



3 Material und Methoden 38

3.2.4 Detektion von Mutationen auf dem CYP2D6- Gen mit PCR und RFLP

Zur Genotypisierung der Probanden werden die Polymorphismen 2549ins/delA (*3), G1846A
(*4) und 1707ins/delT (*6) sowie die Deletion des gesamten Gens (*5) und die Genduplikation
(*MxN) mittels PCR- RFLP bestimmt. Die Position der Mutationen sowie Primer und Schnittstel-
len werden (wenn nicht anders ausgewiesen) entsprechend der Referenzdatenbanken
dargestellt (OMIM: 124030, GenBank No. M33388).

Zunachst wird ein 5750- bp- Fragment amplifiziert (3.2.4.1), welches alle 9 Exons von CYP2D6
enthalt und als Ausgangsmaterial fir nested- PCR- RFLP- Tests verwendet wird, mit deren Hil-
fe die Allele *3 (3.2.4.3), *4 und *6 (3.2.4.2) detektiert werden. Im Anschluss erfolgt die
Detektion der Deletion (3.2.4.4) und der Duplikation (3.2.4.5).

3.2.4.1 Amplifikation des 5750 bp- Fragmentes

Dieses Fragment wird mit Hilfe des Expand™ Long PCR- Systems amplifiziert.

Tabelle 3 Primer fur die Amplifikation des 5750 bp- Fragmentes

Primer Spezifitat Primerlange Position Nukleotidsequenz
LA- FO1 (59 23 bp 598- 620 5'- CCA gAA AgC AgT ggA ggA ggA Cg
LA-RO1 (3) 23 bp 6347- 6325 5'- CCT ggC ATA Tag CTC CCT gAC gC

Der PCR- Mastermix besteht aus Mastermix 1 (gesamt 15 pl) und Mastermix 2 (gesamt 10 pl).
Mastermix 1 enthalt je 0,75 pl der Primer (10 uM), 6,25 pl dNTP (Rapidozym, 2 mM), 0,55 ul
Biotherm- Polymerase und 6,7 ul H,O (bidest, steril). Zum Mastermix 1 werden 2 ul genomi-
sche DNA und zum Abschluss Mastermix 2 dazugegeben, welcher aus 2,7 pl 10x Expand-
Puffer 2, 2,5 pl 0,1U/ul PWO und 4,8 pl H,O (bidest, steril) besteht. Nach kraftigem Mischen
und Abzentrifugieren, findet die Reaktion im programmierbaren Thermocycler statt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Temperaturzyklen des programmierbaren Thermocyclers zur Amplifikation des 5750- bp- Fragmentes

.Hot start“: vor dem Positionieren der Proben Thermocycler auf 85C vorheizen

Vordenaturierung 94T 2 min

35 Zyklen Denaturierung 96T 10s Rampe von 50 % 40 s
Annealing 57C 20s Rampe von 50 % 40 s
Elongation 68T 5 min

Endelongation 68T 7 min

Die Gelelektrophorese zur Kontrolle des PCR- Produktes erfolgt bei 120 Volt fur 45 min. Pro-
ben mit einem Fragment bei 5750 bp sind positiv fir diese PCR. Die PCR- Produkte werden mit
PCR- Wasser auf 1:5 verdiinnt und bei 4C gelagert.

—— 5750 bp

Abbildung 4: PCR- Kontrolle des 5750- bp- Fragmentes

3.2.4.2 Identifikation von CYP2D6*4 (G1846A) und *6  (1707Tins/del) mittels PCR- RFLP
Als Ausgangsmaterial fir diese Reaktion wird das amplifizierte 5750- bp- Fragment verwendet

(s. 3.2.4.1). Mittels nested- PCR wird zun&chst ein 353- bp- Fragment hergestellt.

Tabelle 5 Primer fur die Amplifikation des 353- bp- Fragmentes

Primer Spezifitat Primerlange Position Nukleotidsequenz
Primer P*3 (5") 25 bp 3301 - 3325 5’- CCT ggg CAA gAA gTC gCT ggA CCA g
Primer P2 (3") 19 bp 3654 - 3635 5- gAg ACT CCT Cgg TCT CTC g

Der Mastermix enthalt 2,0 ul 10x Gene Craft Puffer, 0,6 pul MgCl, (50 mM), 2,0 ul dNTPs (2mM),
0,5 pl je Primer (10 mM), 0,2 pl Biotherm- Polymerase und wird auf 25 pl mit H,O (steril, bi-
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dest.) aufgefullt. Zu 20 ul dieses Mastermixes wird 1,2 pl verdinntes PCR- Produkt (3.2.4.1)
dazugegeben. Nach kraftigem Mischen und Abzentrifugieren, findet die Reaktion im program-
mierbaren Thermocycler statt. Nach der Vordenaturierung (94 fur 2 min) werden 25 Zyklen
bestehend aus Denaturierung (95<C fiir 30 s), Anneal ing (60<C fiir 10 s) und Elongation (72 C
fur 1 min) durchgefihrt und durch die Endelongation (72<C fur 7 min) beendet.

Nach erfolgreicher Amplifikation des 353- bp- Fragmentes werden 10 pl des spezifischen PCR-
Produktes mit 10 pl Mastermix gemischt, der 3 pl Puffer NEB blau und 1 pl der Restriktionsen-
donuklease Bst NI enthélt und Uber Nacht bei 60T schittelnd inkubiert. Nach der
Gelelektrophorese (3,5% Agarosegel, 110 Volt fur 60 min) ergeben sich Fragmente verschie-

dener Lange, welche in folgendem Schema einem Genotyp zugeordnet werden kdénnen.

Fragmentlange Codierung Genotyp
*4 *6
- 190 163 - - 0 0 *1/*1
- 190 163 139 23 0 1 *1/*6
- 190 - 139 23 0 2 *6/*6
353 190 163 - - 1 0 *1/*4
353 - - - - 2 0 *4[*4
353 190 - 139 23 1 1 *4/*6

'_—'—I-“—.I: s ——— . N L — s
LT Ry H =y s ] P Ry
4 | 1

N, *41% 4 *x1 - *4/<6- *1/*6 | 50 bp *6/*6

M arker

Abbildung 5: Restriktionsmuster nach dem Verdau des 353- bp- Fragmentes mit der Restriktionsendonuklease Bst
NI



3 Material und Methoden 41

3.2.4.3 Identifikation von CYP2D6*3 (2549ins/delA)  mittels PCR- RFLP
Als Ausgangsmaterial fir diese Reaktion wird ebenfalls das amplifizierte 5750- bp- Fragment

verwendet (s. 3.2.4.1). Mittels nested- PCR wird ein 201- bp- Fragment hergestellt.

Tabelle 6: Primer fur die Amplifikation des 201- bp- Fragmentes

Primer Spezifitat Primerlange Position Nukleotidsequenz
Primer P51 (5") 17 bp 3988 - 4004 5-gCT ggg gCC TJAgAC TT
Primer D2 (3") 20 bp 4188 - 4169 5- ggC Tgg gTC CCA ggT CAT AC

Der Mastermix enthalt 2,5 pl 10x Gene Craft Puffer, 0,6 pul MgCl, (50 mM), 2,5 ul dNTPs (2mM),
0,5 ul je Primer (10 mM), 0,25 ul Biotherm-Polymerase und wird auf 25 pl mit H,O (steril, bi-
dest.) aufgefillt. Zu 25 pl dieses Mastermixes wird 1 pl verdinntes PCR- Produkt (3.2.4.1)
dazugegeben. Nach kréaftigem Mischen und Abzentrifugieren, findet die Reaktion im program-
mierbaren Thermocycler statt. Nach der Vordenaturierung (94 fur 2 min) werden 25 Zyklen
bestehend aus Denaturierung (95< fiir 30 s), Annealing (60<C fiir 10 s) und Elongation (72 C
fir 1 min) durchgefihrt und durch die Endelongation (72<C fur 7 min) beendet.

Nach erfolgreicher Amplifikation des 201- bp- Fragmentes werden 10 pl des spezifischen PCR-
Produktes mit 10 pl Mastermix gemischt, der 3 pl Puffer NEB rot und 1 pl der Restriktionsendo-
nuklease BsaAl enthalt und Gber Nacht bei 37T schiittelnd inkub iert.

Nach der Gelelektrophorese (3,5% Agarosegel, 100 Volt fir 60 min) ergeben sich Fragmente

verschiedener Lange, welche in folgendem Schema einem Genotyp zugeordnet werden kén-

nen
Fragmentlange Codierung Genotyp
201 - - 0 *1/*1
201 180 20 1 *1/*3

180 20 2 *3/*3
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Abbildung 6: Restriktionsmuster nach dem Verdau des 201- bp- Fragmentes mit der Restriktionsendonuklease BsA-I

3.2.4.4 Identifikation von CYP2D6*5 (Deletion).

Zur Detektion der CYP2D6- Deletion wird die Methode nach Sachse et al. (Sachse 1997) an-
gewendet, welche im Gegensatz zu friheren Methoden einen zusatzlichen Standardprimer
(P24) innerhalb des CYP2D6- Gens verwendet. Dadurch entsteht ein Genotyp- unabhéngiges
Standardfragment. Im Falle einer Deletion von CYP2D6 entsteht durch die Positionierung eines
Primers (P13) in der Region zwischen CYP2D7 und CYP2D6 (CYP2D7- CYP2D6 intergenic re-
gion; OMIM: X90926) ein zusatzliches Fragment. Falsch negative Resultate kénnen somit
vermieden werden. Die Fragmente werden mit Hilfe des Expand™ Long PCR Systems herge-

stellt.

Tabelle 7: Primer fur die Amplifikation der beiden Fragmente

Primer  Spezifitit Primerldnge Position Nukleotidsequenz

CYP2D6 (Intron 7)

P81 (5) 20 bp (GenBank No. M33388): 5152 - 5171 5'- CgT CTA gTg ggg AgA CAA AC
CYP2D6 (3)
P24 3) 22 bp (GenBank No. M33388): 9374 - 9353 5'- gCA TgA gCT AAg gCA CCC AgA C

CYP2D7- CYP2D6 intergenic region
P13 (59 21 bp (GenBank No. X90926): 46 — 66 5- ACC ggg CAC CTg TAC TCC TCA

Der PCR- Mastermix besteht aus Mastermix 1 (gesamt 15 pl) und Mastermix 2 (gesamt 10 pl).
Mastermix 1 enthalt je 0,75 pl der Primer (10 uM), 6,25 ul dNTP (Rapidozym, 2 mM), 0,35 ul
Biotherm- Polymerase und 6,15 pl H,O (bidest, steril). Zum Mastermix 1 werden 2 pl genomi-
sche DNA und zum Abschluss Mastermix 2 dazugegeben, der aus 2,7 pl 10x Expand- Puffer 2,
1,5 pl 0,2U/ul PWO und 5,8 pl H,O (bidest, steril) besteht. Die PCR- Reaktion findet im pro-
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grammierbaren Thermocycler analog zur Amplifikation des gesamten CYP2D6- Gens (Tabelle
4) statt. Nach der Gelelektrophorese (1,5 % Agarosegel, 120 Volt fir 90 min) ergeben sich
Fragmente verschiedener Lange, welche in folgendem Schema einem Genotyp zugeordnet

werden konnen:

Fragmentlange Codierung Genotyp
4222 - 0 *1/*1
4222 3501 1 *1/*5

- 3501 2 *5/*5

4222 bp
3501 bp

Abbildung 7: PCR- Muster nach Amplifikation der beiden Fragmente zur Detektion der CYP2D6- Deletion
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3.2.4.5 Identifikation von CYP2D6*MxN- (Duplikation )

Zur Detektion der CYP2D6- Duplikation wird die Methode nach Lavlie et al. (Lgvlie 1996) ver-
wendet. Dabei wird der Vorwartsprimer so ausgewahlt, dass er sowohl an das 3'- Ende von
CYP2D7 als auch von CYP2D6 bindet. Der Rickwartsprimer bindet am 5’- Ende von CYP2D6.
Damit entsteht grundsatzlich ein Genotyp- unabhéngiges Standardfragment von 5.2 kb zwi-
schen den 3’- Ende von CYP2D7 und dem 5- Ende von CYP2D6. Falsch negative Resultate
kénnen somit vermieden werden. Im Falle einer Duplikation von CYP2D6 entsteht ein zusatzli-
ches Fragment von 3.6 kb zwischen dem 3’- Ende von CYP2D6 und dem 5- Ende des
CYP2D6- Duplikates. Mit dieser Methode sind jedoch keine Aussagen uber die Anzahl der Dup-
likationen auf dem jeweiligen Allel mdglich. Das Wissen um das Vorhandensein einer
Duplikation an sich erscheint jedoch fir diese Untersuchung ausreichend, da bereits das Vor-
liegen einer Duplikation zu einer deutlich héheren Enzymaktivitat fahrt und mehrfache

Duplikationen sehr selten sind.

Tabelle 8: Primer fur die Amplifikation des Fragmentes

Primer Spezifitdt Primerlange Position Nukleotidsequenz

CYP2D7 (3)
(GenBank No. M33387): 15726 - 15745

CYP2D6 (3)

(GenBank No. M33386): 6066 - 6085 5- TCC CCC ACT gAC CCA ACT
Cyp- 17 (5) 20 bp (GenBank No. AY545216.1): 8648 - 8667 CT

CYP2D6 (5')
Cyp- 32 (3) 20 bp (GenBank No. AY545216.1):110 - 91 5'- CAC gTg CAg ggC ACC TAg AT

Die Fragmente werden mit Hilfe des Expand™ Long PCR- Systems hergestellt. Der PCR-
Mastermix besteht aus Mastermix 1 (gesamt 15 pl) und Mastermix 2 (gesamt 10 pl). Mastermix
1 enthalt je 0,75 pl der Primer (10 pM), 6,25 pldNTP (Rapidozym, 2 mM), 0,35 pl Biotherm-
Polymerase und 6,9 pl H,O (bidest, steril). Zum Mastermix 1 werden 2 yl genomische DNA und
zum Abschluss Mastermix 2 dazugegeben, der aus 2,7 yl 10x Expand- Puffer 2, 1,5 ul 0,1U/ul
PWO und 5,8 pl H,O (bidest, steril) besteht. Die PCR- Reaktion findet im programmierbaren
Thermocycler analog zur Amplifikation des gesamten CYP2D6- Gens (3.2.4.1, Tabelle 4) statt.
Nach der Gelelektrophorese (1,5% Agarosegel, 120 Volt fir 90 min) ergeben sich Fragmente
verschiedener Lange, welche in folgendem Schema einem Genotyp zugeordnet werden kén-

nen.
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Fragmentlédnge Codierung Genotyp
5,2 kbp - 0 *1/*1
5,2 kbp 3,6 kbp 1 *1/*MxN
- 3,6 kbp 2 *MXN/*MxN

ey ) pren sy [ "y g

W —5.2kbp

Abbildung 8: PCR- Muster nach Amplifikation zur Detektion einer CYP2D6- Duplikation
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3.3 Biometrie und Statistik

Die statistische Analyse umfasste, neben der Fallzahlschatzung, die Testung der objektiven,
subjektiven und kognitiven Parameter auf signifikante Unterschiede. Das Signifikanzniveau

wurde auf 5 % festgelegt.

3.3.1 Schatzung der erforderlichen Probandenzahl

Die Fallzahlschatzung wurde auf Grundlage einer Reduktion des REM- Schlafanteils um 20 %
durchgefihrt, die in verschiedenen Studien an gesunden Probanden nach der Einnahme anti-
cholinerger Substanzen beobachtet wurde (Sagales et al. 1975; Sitaram et al. 1978; Poland et
al. 1989; Riemann et al. 1994). Eine Verringerung des REM- Schlafanteiles um 20 % wurde als
Klinisch relevant definiert. Bei einem alpha- Fehler von 0,05 und einer Power von 0,8 wurde ei-
ne Fallzahl von 23 Probanden berechnet. Somit wurde eine Fallzahl von 24 Probanden je

Studie festgelegt. Dropouts wurden entsprechend des Randomisierungsschemas ersetzt.

3.3.2 Testung der subjektiven und objektiven Parame  ter

Als primarer Zielparameter wurde die REM- Schlafdauer in % der Gesamtschlafzeit (% TST)
ausgewahlt. Die weiteren objektiven und subjektiven Parameter sowie die Ergebnisse der kog-
nitiven Tests wurden ebenfalls analysiert. Da jedoch keine alpha- Adjustierung stattfand,

konnten diese Ergebnisse nur auf deskriptivem Level interpretiert werden.

Unterschiede zwischen Placebo und Tolterodin wurden fir die Gesamtgruppe sowie fur die
beiden Studien (altere bzw. jiingere Probanden) und die Genotyp- Gruppen separat unter Zuhil-
fenahme des gepaarten Wilcoxon- Tests fur verbundene Stichproben getestet. Unterschiede

zwischen den beiden Studien wurden durch den Mann- Whitney- U- Test dargestellt.

Samtliche statistischen Tests wurden mit Hilfe von SPSS (Version 11.0) durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Probanden

Insgesamt wurden in die erste Studie 54 Probanden einbezogen, in die zweite Studie 49 Pro-
banden. Alle Probanden wurden Uber Zielstellung und Inhalt der Studie aufgeklart und gaben

ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie.

Die nach einem telefonischen Vorscreening verbliebenen 34 bzw. 29 Probanden durchliefen ei-
ne vollstandige Voruntersuchung. Nach der Voruntersuchung konnten 6 bzw. 4 Probanden
nicht eingeschlossen werden, da einzelne Einschlusskriterien nicht erfillt waren bzw. Aus-

schlusskriterien zutrafen.

In die Studie wurden 28 bzw. 25 Probanden eingeschlossen, davon durchliefen jeweils 24 Pro-
banden die Studie vollstandig, 4 Probanden der ersten Studie und ein Proband der zweiten
Studie mussten die Studie vorzeitig abbrechen und werden als Dropouts beschrieben. Ein Pro-
band der ersten Studie durchlief sowohl den Tolterodin- als auch den Placeboarm und wurde
daher in die Bewertung einbezogen. Im Folgenden sind die demographischen Daten fir die

eingeschlossenen Probanden je Studie sowie fiir beide Studien gesamt aufgezeigt.

Tabelle 9:  Demographische Daten fir alle Studienteilnehmer und getrennt nach Studie (Mittelwert + Standardab-

weichung)
Junge Probanden Altere Probanden gesamt
Anzahl 28 25 53
Alter (Jahre) 28,1+5,0 60,2 £4,2 42,8 +16,7
Frauen (Anzahl) 7 13 20
BMI (kg/m?) 23,2+2,8 253+25 24,2+2,9

Keiner der Grinde fur Dropouts war im Zusammenhang mit der Studienmedikation zu sehen:
* unerlaubte Alkoholeinnahme bzw. positives Drogenscreening

« starke Storung des Schlafes wegen Gichtanfall bei bekannter Neigung zu einer Hyper-
urikdmie bzw. wegen Exazerbation einer berichteten Wollwachsallergie mit (durch Ju-

cken, Kratzen) stark variabler Schlafstérung und Beeintrachtigung des Schlafprofils
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4.2 Objektive Schlafparameter (Polysomnographie)

Die Ubersichtstabelle der objektiven Schlafparameter zeigt fur die Gesamtgruppe unterschied-
lich stark ausgepragte Verénderungen der REM- Schlafparameter nach Tolterodin im Vergleich
zu Placebo, die in den nachfolgenden Abschnitten noch naher beschrieben werden. Die

Schlafeffizienz sowie die NonREM- Schlafparameter sind deutlich weniger beeintrachtigt.

Tabelle 10: Objektive Schlafparameter fir alle 49 Probanden (Median [1. — 3. Quartile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
REM- Schiafanteil (% TST) 17,9 [14,0 - 20,5] 20,0 [16,2 - 22,6] 0,048
REM- Latenz (min) 72,3[58,4 - 96,5] 67,3 [59,5 - 94,8] 0,035
Wachanteil (% SPT) 3,7[1,6-9,3] 48[1,6-9,7] 0,529
Einschlaflatenz (min) 14,3 [8,8 - 22,9] 15,7 [8,0 - 31,5] 0,166
NonREM1- Schlafanteil (% TST) 7,6 [5,0 - 10,4] 74154 -10,2] 0,644
NonREM2- Schlafanteil (% TST) 63,7 [56,8 - 68,4] 60,2 [55,8 - 63,9] 0,007
SWS- Schlafanteil (% TST) 12,2 [5,5 - 15,0] 12,2 [8,1 - 14,6] 0,655
SWS- Latenz (min) 14,5 [11,0 - 20,5] 15,7 [10,2- 20,2] 0,988
Schlafeffizienz (% TST/TIB) 92,3[83,8 - 95,7] 91,7[87,5 - 96,0] 0,395
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4.2.1 Primarer Zielparameter: REM- Schlafanteil (%  TST)

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte fur die Gesamtgruppe eine signifikant niedrigere REM-
Schlafdauer flr Tolterodin (p = 0,048) im Vergleich zu Placebo.

Wahrend der REM- Schlafanteil zwischen jiingeren und alteren Probanden unter Placebo kaum
differierte (p = 0,914), zeigte sich bei den alteren Probanden eine deutlich stérkere Reduktion

des REM- Schlafanteils unter Tolterodin im Vergleich zu den jingeren Probanden:

e bei jungeren Probanden Reduktion des REM- Schilafanteils im Median um 5 % von
20,1 % TST, unter Placebo auf 19,1 % TST unter Tolterodin (p = 0,864)

* Dbei alteren Probanden Reduktion des REM- Schlafanteils im Median um 15 % von
19,7 % TST, unter Placebo auf 16,7 % TST unter Tolterodin (p = 0,012).

REM-Schlafanteil (% der Gesamtschlafzeit)

24,0
220 |
20,0 |
18,0 |
16,0 |
14,0 |
12,0

Gesamt jungere Probanden altere Probanden

‘ EPlacebo O Tolterodin ‘

Abbildung 9: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) des priméren Zielparameters REM- Schlafanteil an
der Gesamtschlafdauer fur alle Studienteilnehmer (Gesamt) und getrennt nach Studie (jungere und al-

tere Probanden) fur Tolterodin im Vergleich zu Placebo
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4.2.2 REM- Latenz

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte eine signifikant verlangerte REM- Latenz fir Tolterodin

(p = 0035) im Vergleich zu Placebo.

Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der REM- Latenz zwischen jingeren und
alteren Probanden unter Placebo (p = 0,390). Sowohl in der Untergruppe der jingeren als auch
der alteren Probanden zeigten sich jedoch Trends zu einer verlangerten REM- Latenz unter

Tolterodin im Vergleich zu Placebo:

* bei jingeren Probanden nahm die REM- Latenz unter Tolterodin im Median um 5 min

von 64,8 min auf 69,8 min zu (p = 0,199)

e bei alteren Probanden nahm die REM- Latenz im Median um 6,5 min von 68,5 min auf
75,9 min zu (p = 0,089), wobei insbesondere die Streuung unter Tolterodin sehr grof3

war.

REM-Latenz (min)

150,0
130,0
110,0

90,0

70,0

50,0

Gesamt jungere Probanden altere Probanden

‘ H Placebo O Tolterodin ‘

Abbildung 10: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) der REM- Latenz in min fir alle Studienteilnehmer
(Gesamt) und getrennt nach Studie (jingere und &ltere Probanden) fur Tolterodin im Vergleich zu Pla-

cebo
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4.2.3 Schlafeffizienz

Fir die Schlafeffizienz zeigten sich fur die Gesamtgruppe keine statistisch signifikanten Unter-

schiede zwischen Tolterodin und Placebo (p = 0,395).

Die Schlafeffizienz bei jingeren Probanden war unter Placebo 10 % hdher als bei &alteren Pro-
banden (p = 0,002). Keine statistisch signifikanten Unterschiede konnten zwischen Tolterodin

und Placebo bei jungeren und alteren Probanden gefunden werden:

« bei jungeren Probanden Schlafeffizienz unter Placebo 94,8 % vs. 95,5 % unter Toltero-
din (p = 0,179)

+ Dbei alteren Probanden Schlafeffizienz unter Placebo 85.1 % vs. 85.0 % unter Tolterodin
(p =0,732).

Schlafeffizienz (Gesamtschlafzeit/Bettzeit)
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Gesamt jingere Probanden altere Probanden

‘ H Placebo O Tolterodin ‘

Abbildung 11: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) Schlafeffizienz fiir alle Studienteilnehmer (Gesamt)
und getrennt nach Studie (jiingere und altere Probanden) fiir Tolterodin im Vergleich zu Placebo
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4.2.4 NonREM- Schlafparameter

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte signifikant hohere Schlafanteile (NonREM2) an der Ge-
samtschlafzeit fur Tolterodin (p = 0,007) im Vergleich zu Placebo. Dabei zeigte sich
insbesondere bei alteren Probanden eine verlangerte NonREM2- Schlafzeit unter Tolterodin im

Vergleich zu Placebo:

* bei jungeren Probanden Anstieg des NonREM2- Schlafanteils im Median um 1 % von
57,6 % TST unter Placebo auf 58,3 % TST unter Tolterodin (p = 0,236)

* Dbei alteren Probanden Anstieg des NOonREM2- Schlafanteils im Median um 8 % von
62,8 % TST unter Placebo auf 67,9 % TST unter Tolterodin (p = 0,009)

NREM2-Schlafanteil (% Gesamtschlafzeit)

75,0

700 |
650 f
600 |

550 f

50,0

Gesamt jungere Probanden altere Probanden

‘ H Placebo O Tolterodin ‘

Abbildung 12: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) des NREM2- Schlafanteils an der Gesamtschlafzeit
fur alle Studienteilnehmer (Gesamt) und getrennt nach Studie (jingere und &ltere Probanden) fiir Tol-

terodin im Vergleich zu Placebo

Fir die weiteren NonREM- Schlafparameter konnten keine statistisch signifikanten Unterschie-

de zwischen Tolterodin und Placebo gefunden werden:

* Anteil Leichtschlaf (NonREM1) an der Gesamtschlafzeit (TST)

Tiefschlafanteil (SWS = NonREM3 + NonREM4) an der Gesamtschlafzeit (TST)

Wachanteil an der Schlafperiode (SPT)

Einschlaflatenz

* Tiefschlaflatenz.

Es zeigten sich unter Placebo signifikante Unterschiede zwischen jingeren und alteren Pro-
banden (Tabelle 11und Tabelle 12):
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e Dbei alteren Probanden war der NonREM1- Schlafanteil signifikant héher (p = 0,006)

ebenso wie der NonREM2- Schlafanteil (p = 0,002) und der Wachanteil (p = 0,001)

« Dbei alteren Probanden war der SWS- Schlafanteil signifikant vermindert (p < 0,001)

* Dbei alteren Probanden war die Tiefschlaflatenz signifikant verlangert (p = 0,005).

Keine Unterschiede zeigten sich fur die Einschlaflatenz.

Tabelle 11: NonREM- Schlafparameter fur 25 jiingere Probanden (Median [1. — 3. Quartile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
NonREM1- Schlafanteil (% TST) 7.2[4,7-9,0] 6,0[4,9 - 8,2] 0,637
NonREM2- Schlafanteil (% TST) 58,3 [56,3 - 63,9] 57,6 [53,6 - 60,6] 0,236
SWS- Schlafanteil (% TST) 14,6 [12,2 - 17,1] 14,5 [13,7 - 15,9] 0,568
Wachanteil (% SPT) 1,6 [0,9 - 3,4] 1,6 0,7 - 4,8] 0,447
Einschlaflatenz (min) 14,8 [9,3 - 24,7] 16,0 [8,0 - 31,8] 0,376
SWS- Latenz (min) 14,51[9,2 - 19,6] 12,31[9,7 - 15,8] 0,607

Tabelle 12: NonREM- Schlafparameter fur 24 altere Probanden (Median [1. — 3. Quatrtile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
NonREML1- Schlafanteil (% TST) 8,3[6,4 -11,3] 8,4[6,9-11,8] 0,875
NonREM2- Schlafanteil (% TST) 67,9 [61,9 - 69,4] 62,8 [58,9 - 66,2] 0,009
SWS- Schlafanteil (% TST) 5,7[2,8-11,4] 8,2[3,9-11,5] 0,819
Wachanteil (% SPT) 8,2 [5,0 - 13,9] 7,8[4,6 -10,4] 0,141
Einschlaflatenz (min) 14.0[7.2 - 21.4] 13.3[6.9 - 31.5] 0.324
SWS- Latenz (min) 14.9[12.1 - 23.8] 19.9 [12.6- 25.6] 0.689
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4.3 Kognitive Tests

4.3.1 Zahlen- Verbindungs- Test (ZVT)

Fir die Reaktionszeit im ZVT zeigten sich fur die Gesamtgruppe keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen Tolterodin und Placebo (p = 0,552), ebenso wenig wie in der Gruppe
der jungeren (p = 1,000) bzw. der alteren Probanden (p = 0,658).

Der Median der Reaktionszeit war mit 46,5 [41,9 — 55,9] s bei jungeren Probanden unter Place-
bo signifikant geringer (p < 0,001) als bei alteren Probanden mit 75,0 [66,5 — 82,0] s, die damit

im Median eine um 61 % langere Reaktionszeit hatten.

Reaktionszeit im ZVT (s)

100,0

900 |

Gesamt jungere Probanden altere Probanden

‘ H Placebo OTolterodin ‘

Abbildung 13: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) der Reaktionszeit in s im Zahlen- Verbindungs-
Test (ZVT) fur alle Studienteilnehmer (Gesamt) und getrennt nach Studie (jingere und altere Proban-
den) firr Tolterodin im Vergleich zu Placebo
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4.3.2 d2- Aufmerksamkeits- Belastungs- Test (d2- Te st)

Fir die Gesamtzahl sowie die korrigierte Gesamtzahl im d2 zeigten sich fur die Gesamtgruppe

keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Tolterodin und Placebo, auch nicht in der

Gruppe der jungeren bzw. der alteren Probanden (s. Tabelle 13).

Jungere Probanden zeigten fur beide Parameter signifikant hdhere Werte als altere.

* Dbei alteren Probanden war die Gesamtzahl im Median um 22 % niedriger als bei junge-

ren (p = 0,001)

* Dbei alteren Probanden war die Fehler deutlich hdher, was sich in einer um 26 % niedri-

geren korrigierten Gesamtzahl im Vergleich zu jingeren (p < 0,001) niederschlug.

Tabelle 13: Ergebnisse des d2- Tests fir alle Studienteilnehmer und getrennt nach Studie (Median [1. — 3. Quarti-

le])

Tolterodin

Placebo

Signifikanz

Gesamt

Gesamtzahl

Korrigierte Gesamtzahl

Jiingere Probanden

Gesamtzahl

Korrigierte Gesamtzahl

Altere Probanden

Gesamtzahl

Korrigierte Gesamtzahl

417,0 [365,5 - 472,0]

401,0 [331,0 - 468,5]

470,0 [394,0 - 546,5]

463,0 [383,5 - 538,5]

378,0[316,0 - 423,3]

344,0[292,8 - 401,8]

419,0 [360,0 - 473,5]

411,0 [338,5 - 467,0]

464,0 [413,5 - 518,0]

462,0 [407,0 - 513,5]

362,5[316,8 - 426,8]

343,0 [308,0 - 405,5]

0,958

0,896

0,841

0,749

0,796

0,523
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4.4 Subjektive Schlafparameter (Fragebdgen)

Die Ubersichtstabelle der subjektiven Schlafparameter zeigt fur die Gesamtgruppe keine signi-
fikanten Veranderungen nach Tolterodin im Vergleich zu Placebo, die in den nachfolgenden

Abschnitten noch naher beschrieben werden.

Tabelle 14: Objektive Schlafparameter fur alle 49 Probanden (Median [1. — 3. Quatrtile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
Einschlafzeit (min) 20 [10 - 30] 1510 - 30] 0,731
Schlafdauer (min) 420 [390 - 451,5] 420 [390 - 445] 0,979
Schlafqualitat (% VAS) 67,3 [41,7 - 83,3] 72,0[49,0 - 85,3] 0,351
Morgenbefinden (% VAS) 76,7 [65,0 - 88,7] 81,8 74,8 - 92,0] 0,090
Leistungsfahigkeit am Tage 72,7 [56,7 - 82,0] 77,3[60,5 - 83,8] 0,611

(% VAS)

4.4.1 Subjektive Schlafdauer und Einschlafzeit

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte sowohl fiir die subjektive Schlafdauer als auch fur die sub-

jektive Einschlafzeit fur Tolterodin im Vergleich zu Placebo:
« in der Gesamtgruppe (s. Tabelle 14) keine signifikanten Anderungen

« Dbei jungeren Probanden fir die Einschlaflatenz (Tabelle 15) ebenso wie fir die Schlaf-

dauer (s. Abbildung 14; p = 0,940) keine signifikanten Anderungen

e Dbei alteren Probanden fiur die Einschlaflatenz (Tabelle 15) ebenso wie fur die Schlaf-

dauer (s. Abbildung 14; p = 0,955) keine signifikanten Anderungen
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Tabelle 15: Ergebnisse des subjektiven Einschlaflatenz (min) getrennt nach Studie (Median [1. — 3. Quartile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
Jingere 15[9 - 30] 1511 - 30] 0,309
Altere 20 [11,3 - 47,5] 17,5[10 - 30] 0,636

Die subjektive Einschlafzeit war zwischen jlingeren und alteren Probanden unter Placebo ver-
gleichbar (p = 0,777).

Unter Placebo zeigte sich fur die jungeren Probanden im Median mit 440 [420 — 450] min eine
signifikant langere subjektive Schlafdauer im Vergleich zu alteren Probanden, die im Median
420 [367,5 — 420] min schliefen (p = 0,013).

Subjektive Schlafdauer (min)
500,0

475,0 JEEEE R e et e

450,0

425,0

400,0

375,0

350,0

Gesamt jingere Probanden altere Probanden

mPlacebo OTolterodin

Abbildung 14: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) der subjektiven Schlafdauer in min fur alle Studien-
teilnehmer (Gesamt) und getrennt nach Studie (jingere und altere Probanden) fir Tolterodin im
Vergleich zu Placebo
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4.4.2 Subjektive Befindlichkeit

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte sowohl fur die Schlafqualitat, das Morgenbefinden sowie
die Leistungsfahigkeit am Tage in den visuellen Analogskalen (VAS) zwischen Placebo und

Tolterodin:

e in der Gesamtgruppe im Median nicht signifikant niedrigere Werte unter Tolterodin
(s. Tabelle 14)

« bei jungeren Probanden eine nur geringflgig (nicht signifikant) schlechtere subjektive
Befindlichkeit (s.Tabelle 16)

Tabelle 16: Parameter der subjektiven Befindlichkeit fur 24 jingeren Probanden (Median [1. — 3. Quartile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
Schlafqualitat (% VAS) 70,7 [71,7 - 84,4] 72,0 [42,0 - 88,0] 0,658
Morgenbefinden (% VAS) 81,8 [63,2 - 88,9] 86,2 [71,2 - 92,2] 0,236
Leistungsfahigkeit am Tage 74,7 [59,0 - 83,3] 75,0 [48,7 - 84,4] 0,218

(% VAS)

« bei alteren Probanden unter Tolterodin fur die Schlafqualitat und das Morgenbefinden
nicht signifikant niedrigere Werte sowie eine signifikant schlechtere Leistungsfahigkeit

am Tage

Tabelle 17: Parameter der subjektiven Befindlichkeit fir 24 alteren Probanden (Median [1. — 3. Quartile])

Tolterodin Placebo Signifikanz
Schlafqualitat (% VAS) 65,0 [ 40,8 - 82,2] 69,3 [52,8 - 83,8] 0,383
Morgenbefinden (% VAS) 73,9 [66,4 - 88,1] 80,8 [74,4 - 91,9] 0,253
Leistungsfahigkelt am Tage 68,7 [52,5 - 79,0] 77,3 [65,2 - 83,8] 0,049

(% VAS)
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Leistungsfahigkeit am Tage (%VAS)

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0

Gesamt jingere Probanden altere Probanden

‘ M Placebo O Tolterodin ‘

Abbildung 15: Median (Balken) und 1. bzw. 3. Quartile (Whisker) der subjektiven Leistungsféhigkeit am Tage fir alle
Studienteilnehmer (Gesamt) und getrennt nach Studie (jingere und altere Probanden) fur Tolterodin im

Vergleich zu Placebo

Zwischen jingeren und alteren Probanden zeigten sich nach der Auswertung der visuellen Ana-
logskalen (VAS) keine signifikanten Unterschiede fur die Schlafqualitdt (p = 0,984), das
Morgenbefinden (p = 0,795) und die Leistungsfahigkeit am Tage (p = 0,364).
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4.5 Genotypisierung

47 der 53 Probanden, die in die Studien eingeschlossen wurden, gaben ihre Zustimmung zur
Genotypisierung. Von diesen 47 Probanden liegen bei 44 Probanden objektive und subjektive
Schlafdaten und kognitive Tests fur Tolterodin vor, fir 43 Probanden Daten fir Placebo. Bei
diesen Probanden erfolgte die vollstindige Bestimmung der beschriebenen CYP2D6-
Polymorphismen und Unterteilung in die folgenden Metabolisierergruppen nach den bereits be-

schriebenen Einteilungen (Kirchheiner et al. 2004):
1. Schnellmetabolisierer (EM)
Homozygote Trager von zwei funktionellen CYP2D6- Allelen:
Genotyp *1/*1 (n = 19)
Trager von einem duplizierten Allel und einem defizienten Allel:

Genotypen *MxN/*3, *MxN/*4, *MxN/*5 oder *MxN/*6 (n = 0)

2. Intermediare Metabolisierer (IM)
Trager von einem defizienten CYP2D6- Allel (Heterozygote):
Genotyp *1/*3 (n = 2)
Genotyp *1/*4 (n = 16)
Genotyp *1/*5 (n = 2)

Genotyp *1/*6 (n = 0)

3. Langsammetabolisierer (PM)
Trager von zwei defizienten CYP2D6- Allelen:
Genotyp: *3/*3 (n = 0)
Genotyp *4/*4 (n = 3)
Genotyp *5/*5 (n = 0)
Genotyp *6/*6 (n = 0)

Kombinationen aus den defizienten Allelen: Genotyp *3/*5 (n = 1)
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4. Ultraschnelle Metabolisierer (UM)
Trager von mindestens einem duplizierten und einem funktionellen Allel:

Genotyp *MxN/*1 (*2x2/*1, n = 1)

In dem untersuchten Probandenkollektiv fanden sich demnach 19 (43,2 %) EM, 20 (45,5 %) 1M,
4 (9,1 %) PM und 1 (2,3 %) UM, die sich in ihren demographischen Daten nicht signifikant von-

einander unterschieden (Tabelle 18).

Tabelle 18: Demographische Daten der Probanden nach CYP2D6- Genotyp (Mittelwert + Standardabweichung)

EM IM PM UM Signifikanz
Anzahl 19 20 4 1
Alter (Jahre) 41 +18 47 £ 16 54 +16 28 0,310
BMI 241+21 24,5+ 3,5 25,2 +3,7 21,0 0,662

Wegen der geringen Gruppenstérke der PM beruht ein Grof3teil der Ergebnisse auf folgenden 2
Gruppen:

¢ Probanden mit CYP2D6- Wildtyp (EM)
e Probanden mit defizientem CYP2D6 (IM + PM)

Der einzelne UM wurde nicht in die weiteren statistischen Betrachtungen einbezogen.
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4.5.1 REM- Schlafparameter in den Genotyp- Gruppen

Die Ubersichtstabelle der REM- Schlafparameter zeigt je nach Genotyp unterschiedlich stark
ausgepragte Veranderungen nach Tolterodin im Vergleich zu Placebo, die nachfolgend néher

beschrieben werden.

Tabelle 19: REM- Schlafparameter unter Tolterodin und Placebo stratifiziert nach Genotyp (Median [1. — 3. Quartile])

Placebo Tolterodin Signifikanz
EM (n= 19)
REM- Schlafanteil (% TST) 18,4 [16,0 - 21,2] 17,5[12,6 - 20,9] 0,658
REM- Latenz (min) 64,5 [56,5 - 100] 75,0 [61,5 - 144,8] 0,077
IM + PM (n= 24)
REM- Schlafanteil (% TST) 21,8 [16,1 - 23,4] 17,4 [14,1 - 20,0] 0,019
REM- Latenz (min) 68,3 [60,5 - 74,0] 73,4 [54,3 - 113] 0,059

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte fir die Gruppe mit defizientem CYP2D6 eine deutlich star-
kere Reduktion des REM- Schlafanteils (% TST) unter Tolterodin im Vergleich zu den

Schnellmetabolisierern:

* bei Schnellmetabolisierern eine nicht signifikante Reduktion des REM- Schlafanteils im

Median um 5 % unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo (p = 0,658)

e bei Probanden mit Defizienz im CYP2D6 (IM + PM) eine signifikante Reduktion des
REM- Schlafanteils im Median um 20 % unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo
(p=0,019)

* bei separater Betrachtung der IM und PM eine Reduktion des REM- Schlafanteils in
beiden Gruppen, jedoch wegen der geringen Gruppengrof3e bei den PM statistisch nur

als Trend erkennbar.
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Abbildung 16: Boxplots fiir den REM- Schlafanteil (% TST) getrennt nach Genotyp fiir Tolterodin im Vergleich zu
Placebo

Die REM- Latenz war fur beide Gruppen im Trend verlangert:

* bei Schnellmetabolisierern ein Anstieg der REM- Latenz im Median um 10,5 min unter

Tolterodin im Vergleich zu Placebo (p = 0,077)

e bei Probanden mit Defizienz im CYP2D6 (IM + PM) ein Anstieg der REM- Latenz im

Median um 5,1 min unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo (p = 0,059) .
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4.5.2 NonREM- Schlafparameter in den Genotyp- Grupp en

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte insbesondere bei Probanden mit Defizienz im CYP2D6 ei-

ne verlangerte NonREM2- Schlafzeit unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo:

* Dbei Schnellmetabolisierern ein Anstieg des NonREM2- Schlafanteils im Median um 3 %
von 61,9 [57,6 — 63,9] % TST unter Placebo auf 63,7 [57,0 — 68,9] % TST unter Tolte-
rodin (p = 0,295)

* bei Probanden mit Defizienz im CYP2D6 ein Anstieg des NonREM2- Schlafanteils im
Median um 7 % von 59,7 [54,2 — 63,9] % TST unter Placebo auf 63,8 [56,5 — 68,6] %
TST unter Tolterodin (p = 0,012)

* bei separater Betrachtung der IM und PM ein Anstieg des NonREM2- Schlafanteils in
beiden Gruppen, jedoch wegen der geringen GruppengrofRe bei den PM statistisch nur

als Trend erkennbar.

O Tolterodin
& Placebo

p=0.295 p =0.049 p=0.068

90,0

80,0

ALy L

NonREM?2-Schlafanteil (%TST)

50,0

18

40,0

Genotyp

Abbildung 17: Boxplots fir den NonREM2- Schlafanteil getrennt nach Genotyp flr Tolterodin im Vergleich zu Place-
bo
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Fur die weiteren NonREM- Schlafparameter konnten keine statistisch signifikanten Unterschie-

de fur beide Genotyp- Gruppen zwischen Tolterodin und Placebo gefunden werden:

Anteil Leichtschlaf (NonREM1) an der Gesamtschlafzeit (TST)

Tiefschlafanteil (SWS = NonREM3 + NonREM4) an der Gesamtschlafzeit (TST)
Wachanteil an der Schlafperiode (SPT)

Einschlaflatenz

Tiefschlaflatenz

Schlafeffizienz.
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4.5.3 Kognitive Tests in den Genotyp- Gruppen

Fur die Gruppe der CYP2D6- defizienten Probanden zeigten sich sowohl unter Tolterodin als
auch unter Placebo deutlich niedrigere Werte fur die Gesamtzahl und die korrigierte Gesamt-
zahl im d2- Test sowie eine langere Reaktionszeit im ZVT im Vergleich zu

Schnellmetabolisierern.

Tabelle 20: Ergebnisse der kognitiven Tests unter Tolterodin und Placebo stratifiziert nach Genotyp (Median [1. —

3. Quartile])
Placebo Tolterodin Signifikanz

EM (n= 19)
Gesamtzahl
) 440 [386 - 517] 417 [389 - 484] 0,965
im d2- Test
Korrigierte Gesamtzahl
] 433 [361 - 495] 393 [366 - 474] 0,794
im d2- Test
Reaktionszeit (s)
] 56,3 [48,5 - 66,0] 56,5 [49 - 72.0] 0,573
imZVT
IM + PM (n= 24)
Gesamtzahl
) 385 [314 - 460] 378 [316 - 459] 0,808
im d2- Test
Korrigierte Gesamtzahl
] 355 [306 - 434] 362,5[292,8 - 450,8] 0,768
im d2- Test
Reaktionszeit (s)

74 [46,5 - 82,0] 711[53,3 - 89] 0,465

im ZVT

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte jedoch fur keine der kognitiven Parameter signifikante Un-
terschiede zwischen der Gruppe der Schnellmetabolisierer und der Gruppe mit defizientem
CYP2D6- Genotyp (IM + PM) im Vergleich von Tolterodin und Placebo.

Innerhalb der PM- Genotyp- Gruppe zeigte sich eine nicht signifikante Reduktion der korrigier-

ten Gesamtzahl im d2- Test.
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Abbildung 18: Boxplots fiir die korrigierte Gesamtzahl (GZ- F) im d2- Test getrennt nach Genotyp flr Tolterodin im
Vergleich zu Placebo
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4.5.4 Subjektive Schlafparameter in den Genotyp- Gr  uppen

Der gepaarte Wilcoxon- Test zeigte keine Unterschiede fir die subjektive Schlafdauer und Ein-
schlafzeit zwischen den Genotyp- Gruppen. Fir die Schlafqualitat, das Morgenbefinden sowie
die Leistungsfahigkeit am Tage in den visuellen Analogskalen (VAS) zwischen Placebo und

Tolterodin zeigten sich:

* in der Gruppe der Schnellmetabolisierer signifikant niedrigere Werte unter Tolterodin fur
das Morgenbefinden (p = 0,014) sowie ein Trend zu einer niedrigeren Leistungsfahigkeit
am Tage (p =0,091)

e in der Gruppe der Probanden mit defizientem CYP2D6 keine signifikanten Unterschiede

Tabelle 21: Subjektive Schlafparameter unter Tolterodin und Placebo stratifiziert nach Genotyp (Median [1. — 3.

Quatrtile])
Placebo Tolterodin Signifikanz

EM (n= 19)
Schlafdauer (min) 420 [290 - 440] 420 [390 - 450] 0,864
Einschlafzeit (min) 15 [8 - 45] 20 [7 - 40] 0,777
Schlafqualitat (% VAS) 72,0 [42.0 - 88,7] 62,7 [29,3 - 84,0] 0,091
Morgenbefinden (% VAS) 86,4 [77,3 - 93,1] 73,3 [65,8 - 85,8] 0,014
Leistungsfahigkeit am Tage
(% VAS) 72,7 [52,7 - 88,7] 72,7 [52,0 - 81,3] 0,809
IM + PM (n= 24)
Schlafdauer (min) 420 [390 - 450] 425 [363,8 - 465] 0,455
Einschlafzeit (min) 20 [15 - 30] 20 [10 - 37,5] 0,672
Schlafqualitat (% VAS) 74 [58,7 - 84,7] 73,7 [58,5 - 82,2] 0,761
Morgenbefinden (% VAS) 81,8 76,2 - 92,7] 82,6 [70,6 - 89,6] 0,648
Leistungsfahigkelt am Tage 78,0 [66,7 - 83,3] 71,0 [56,3 - 82,8] 0,277

(% VAS)
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Abbildung 19: Boxplots fur die subjektiven Befindlichkeiten — Morgenbefinden und Schlafqualitat in % VAS - getrennt

nach Genotyp fur Tolterodin im Vergleich zu Placebo
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4.6 Unerwinschte Wirkungen

Im Verlauf der beiden Studien wurden unter Tolterodin 12 unerwiinschte Ereignisse (11 davon
bei alteren Probanden) und unter Placebo 10 unerwiinschte Ereignisse (5 davon bei alteren
Probanden) beobachtet. Von den 22 UE sind bezlglich des Schweregrades 17 als mild, 5 als
tolerierbar und kein UE als schwer beurteilt worden.

Es zeigte sich somit keine erhéhte Nebenwirkungsrate unter Tolterodin in der Gesamtgruppe,
jedoch ein deutlich haufigeres Auftreten von Nebenwirkungen bei alteren Probanden unter Tol-
terodin. In dieser Gruppe traten insbesondere Stérungen auf, die eine bekannte Nebenwirkung
anticholinerger Substanzen darstellen (Mundtrockenheit, Harnverhalt und gastrointestinale Sto6-

rungen). Deren Beziehung zur Studienmedikation wurde deshalb als wahrscheinlich eingestuft.

Placebo Tolterodin
Jiingere Altere Jiingere Altere
Mundtrockenheit 1 3 - 4
Schlafstérungen +/- Mundtrockenheit 2/1 - - -
Orthostatische Dysregulation - - - -
Miktionsstérungen (z.B. Harnverhalt) - 1 - 1
Kopfschmerzen - - - 1
Gastrointestinale Stérungen - - 1 2
Andere 1 1 - 3

Gesamt 5 5 1 11



4 Ergebnisse 71

4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der REM- Schlaf unter Tolterodin war bei jungeren Probanden (mittleres Alter 28,1 + 5,0 Jahre)
kaum beeintrachtigt (Reduktion des REM- Schlafanteils um 5 %, nicht signifikant) wahrend der
REM- Schlaf bei alteren Probanden (mittleres Alter 60,2 = 4,3) unter Tolterodin deutlich redu-
ziert war (Reduktion des REM- Schlafanteils um 15 %, p = 0,012).

Bei Probanden, die zumindest ein defizientes CYP2D6- Allel besitzen, war eine ausgepragte
Beeintrachtigung des REM- Schlafes unter Tolterodin zu beobachten (Reduktion des REM-
Schlafanteils um 20 %; p = 0,019), wahrend bei Schnellmetabolisierern, der Einfluss auf den

REM- Schlaf geringer war (Reduktion des REM- Schlafanteils um 5 %, nicht signifikant).

Bei den NonREM- Schlafparametern zeigten sich deutlich geringere Effekte unter Tolterodin im

Vergleich zu Placebo.
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5 Diskussion

Anticholinerge Substanzen wie Oxybutynin, Tolterodin, Propiverin und Trospiumchlorid werden
zur Therapie von Symptomen einer Uberaktiven Blase, welche insbesondere altere Menschen
betrifft, eingesetzt (Schwantes, Topfmeier 1999; Flsgen Hauri 2000). Relativ haufig limitieren
anticholinerge Nebenwirkungen Therapieresultate und Compliance der Patienten. Neben typi-
schen peripheren Nebenwirkungen an Speicheldriisen, Herz und Gastrointestinaltrakt werden
unter der Therapie mit einigen dieser anticholinergen Substanzen Wirkungen auf das ZNS be-

obachtet.

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass es unter der anticholinergen Substanz Oxy-
butynin zu kognitiven Einschrankungen (Katz et al. 1998; Herberg 1999; British National
Formulary No. 34) sowie zur Veranderung der EEG- Aktivitat am Tage kommt (Pietzko et al.
1994). AulRerdem existieren Berichte Uber neuropsychiatrische Nebenwirkungen unter Oxybu-
tynin, wie beispielsweise Halluzinationen, Psychosen, Verwirrtheitszustande, Konzentrations-
und Orientierungsstoérungen sowie Mudigkeit und Schlafrigkeit (Donnellan et al. 1997; In T'Veld
et al. 1998; Valsecia et al. 1998).

Unter der anticholinergen Substanz Tolterodin werden zentralnerviose Effekte wie Schlafrigkeit,
Verwirrtheitszustande und Halluzinationen eher selten beobachtet, am haufigsten jedoch bei Al-
teren. In der Literatur existieren Fallberichte Uber Einschrankungen der kognitiven Funktion und
Halluzinationen (Tsao, Heilman 2003; Womack, Heilman 2003). Weiterhin werden Nervositét

und Parasthesien als Nebenwirkungen angegeben (Appell 1997; Guay 1999).

Die im Vergleich zu Oxybutynin deutlich niedrigere Rate von zentralnervosen Nebenwirkungen
unter Tolterodin wird am ehesten seinen physikochemischen Eigenschaften zugeordnet, die zu

einer geringeren Penetrationfahigkeit Gber die Blut- Hirn- Schranke fihrt:

- Tolterodin ist im Vergleich zu Oxybutynin deutlich weniger lipophil (Oxybutynin log D:
2.17, Tolterodin log D: 1.83),

- Tolterodin hat einen niedrigeren lonisierungsgrad als Oxybutynin

- Tolterodin hat ein gréf3eres Molekulargewicht (Oxybutynin: 393 D, Tolterodin 496 D).
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Die hier vorgestellte Arbeit basiert auf zwei Studien, die durchgefihrt wurden, um ZNS Effekte
anticholinerger Substanzen (u.a. Tolterodin) im Vergleich zu Placebo zu prifen. Dabei liegt das
Hauptaugenmerk der Arbeit auf den Einflissen des Alters, indem die Ergebnisse der Studie an
einer jungeren Probandengruppe mit denen der Studie an der Hauptzielpopulation fiir diese
Medikamente, an Uber 50 Jahre alten Personen, verglichen wurde. Zusatzlich sollte untersucht
werden, inwieweit genetisch bedingte Veranderungen im Metabolismus von Tolterodin zu Un-
terschieden bei den ZNS- Effekten fuhren.

In den zwei gleich konzipierten, randomisierten, doppelblinden Studien wurden im tberkreuzten
Design objektive und subjektive Schlafparameter sowie kognitive Tests als Indikatoren flr ZNS-
Effekte nach der Einnahme anticholinerger Substanzen u.a. Tolterodin im Vergleich zu Placebo

bei dlteren bzw. jingeren Probanden untersucht.

Zur Objektivierung des Schlafverhaltens wurde nach einer Adaptationsnacht unter standardi-
sierten Bedingungen im Schlaflabor eine Ableitung des Schlafes durchgefiihrt und das
Schlafprofil visuell ausgewertet. Zur Einschétzung der subjektiven Schlafparameter und Befind-
lichkeit wurden auRerdem um visuelle Analogskalen erweiterte Morgen- und Abendprotokolle
der DGSM verwendet. Die Bericksichtigung sowohl objektiver als auch subjektiver Schlafpa-
rameter ist sinnvoll, da zahlreiche Studien belegen, dass trotz statistisch guter Korrelation
zwischen beiden Schlafparametern weder Schlafgesunde noch Schlafgestorte die Schlaflatenz,
die Anzahl oder die Dauer der nachtlichen Wachzeit in jedem Fall zuverlassig genau einschét-
zen konnen. So findet sich z.B. bei insomnischen Beschwerden h&aufig ein deutlich gestorter
Schlaf ohne objektive Korrelate in der Polysomnographie, wéhrend es z.B. Schlafapnoe-
Patienten gibt, die trotz pathologischer Veranderungen in der Schlafaufzeichnung subjektiv

nicht beeintrachtigt sind.

Die unter anticholinergen Substanzen beobachtete Beeinflussung der kognitiven Leistungsfa-
higkeit kann neben direkten Einflissen auch durch einen beeintrachtigten Schlaf hervorgerufen
werden. Zur Erfassung der kognitiven Leistungsgeschwindigkeit wurde der Zahlen- Verbin-
dungs- Test eingesetzt. Der d2- Aufmerksamkeits- Belastungs- Test ermdglichte die

Beurteilung individueller Aufmerksamkeits- und Konzentrationsleistungen.

Die Studienmedikation wurde als Einmalgabe in Hohe der empfohlenen gesamten Tagesdosis
verabreicht, um die Behandlungsdauer zu verkiirzen. Vorhergehende Untersuchungen der Wir-
kung von anticholinergen Substanzen auf das quantitativ- topographische EEG bzw. die
kognitiven Fahigkeiten haben bereits gezeigt, dass dieses Verfahren geeignet ist, Veranderun-

gen der neurobiologischen Aktivitat zu untersuchen (Pietzko et al. 1994; Todorova et al. 2001).
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Das Uberkreuzte Design wurde gewahlt, um den Einfluss der interindividuellen Varianz der
Schlafparameter zu minimieren. Die erhebliche interindividuelle Variabilitdt von Schlafdauer und
Schlafablauf (Williams et al. 1974) macht die Normierung von allgemeingiltigen Schlafparame-
tern schwierig. Etwa ein Viertel der Bevolkerung sind Kurz- bzw. Langschlafer, deren
regelmafige Schlafdauer sich deutlich von der mittleren (7 bis 8 Stunden) unterscheidet (Kripke
et al. 1979, 2002). Die Existenz von Abendtypen, die erst in den Abendstunden ihre Leistungs-
spitzen erreichen, spat Zubettgehen und Aufstehen, sowie von Morgentypen, den
Frahaufstehern, ist ein weiterer Hinweis auf die Heterogenitdt des Schlafverhaltens in der Be-
volkerung (Kerkhof 1985; Duffy et al. 1999). Fiur den individuellen Schlafablauf stellt das
Lebensalter die wichtigste EinfluRgrdsse dar (Carskadon, Dement 2005). Weiterhin wird das
Schlafverhalten u.a. durch Geschlecht, Persdnlichkeit, Lebensstil, Umgebung und Essgewohn-

heiten beeinflusst.

5.1 Einfluss von Tolterodin auf den Schlaf und die kognitiven Fahigkeit
unter besonderer Berticksichtigung des Alters

Gemal der Einschlusskriterien waren die Probanden, die an der Studie zum Einfluss anticholi-
nerger Substanzen an gesunden jungen Probanden teilnahmen, im Mittel 28 (+ 5) Jahre alt, die

Teilnehmer der Studie an &lteren Probanden waren im Mittel 60 (+ 4) Jahre alt.

In der erstgenannten Studie war etwa ein Viertel der Probanden weiblichen Geschlechts, in der
zweiten Studie etwa die Halfte. Geschlechtsspezifische Einflisse auf das Schlafverhalten wer-
den kontrovers dargestellt, wobei es Hinweise darauf gibt, dass bei Mannern mehr Leichtschlaf,
weniger Tiefschlaf und mehr Weckreaktionen auftreten als bei Frauen (Bixler 1984, Bliwise
2005). Obwohl das Geschlecht somit einen Einfluss auf die Schlafparameter hat und damit ei-
nen moglichen Bias darstellt, sind die Einflisse im Vergleich zum Lebensalter deutlich geringer
und inkonsistent. Bei Mannern scheinen altersabhéngige Veranderungen starker ausgebildet zu

sein als bei Frauen (Bixler et al. 1984; Bliwise 2005).

Der BMI war fiur die alteren Probanden mit 25,3 + 2,5 kg/m2 signifikant hoher als der fur die
jiingeren Probanden, der bei 23,2 + 2,8 kg/m? lag. Keiner der Probanden war jedoch adipds
gemal der NIH Guideline (Clinical Guidelines for the Identification, Evaluation, and Treatment
of Overweigth and Obesity in Adults 1998), in der Adipositas ab einem BMI von 30 kg/m® defi-
niert wird. Da Adipositas insbesondere ein Risikofaktor fur schlafbezogene Atemstérungen
darstellt (Kryger 2005), was zu einer deutlichen Beeintrachtigung des Schlafprofiles fuhren

kann, ist es wichtig, diesen Parameter in Schlafstudien zu beachten. In unserem Probandenkol-
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lektiv war daher (trotz eines signifikant héheren BMI bei den alteren Probanden) kein essentiel-

ler Einfluss des héheren BMI auf das Schlafprofil zu erwarten.

Zur Charakterisierung des Einflusses des Lebensalters a  uf den Schlaf wurden zunachst
die unter Placebo beobachteten objektiven und subjektiven Schlafparameter sowie die Ergeb-

nisse der kognitiven Tests in den beiden Studienpopulationen ausgewertet.

Die subjektive Schlafqualitat sowie das Morgenbefinden und die Leistungsfahigkeit am Tage
unterschieden sich zwischen &lteren und jingeren Probanden nicht — beide Probandengruppen

waren als gesunde Schléafer rekrutiert worden und waren mit ihnrem Schlaf zufrieden.

Typische altersabhangige Veradnderungen zeigten sich bei der Auswertung des Schlafprofils.
Bei den alteren Probanden war die Schlafeffizienz um ca. 10 % signifikant verringert, was ins-
besondere aus einem Anstieg des Wachanteils an der Schlafperiode (Zeit zwischen der ersten
und letzten Schlafepoche einer Nacht) resultierte, wahrend die Einschlafzeit nicht signifikant
verlangert war. Die objektive Einschlafzeit betrug bei den &lteren Probanden 13,3 min und bei
den jlingeren 14,5 min im Median. Der Wachanteil an der Schlafperiode lag bei allen jingeren
Probanden unter 5 % (Median aller jingeren Probanden 1,6 %) und damit im Normbereich fir
einen gesunden Schlaf in dieser Altersgruppe (Carskadon, Dement 2005). Bei den alteren Pro-
banden lag der Wachanteil an der Schlafperiode bei einem Grof3teil der Probanden zwischen
5 % und 10 % (Median 7,8 %). Auch in der Literatur ist ein erhdéhter Wachanteil mit zunehmen-
dem Alter beschrieben, der insbesondere durch einen Anstieg der Anzahl und Dauer der
Schlafunterbrechungen hervorgerufen wird (Bliwise 2005; Danker- Hopfer et al. 2005). Weiter-
hin nimmt beim alteren Menschen typischerweise die im Bett verbrachte Zeit zu, wohingegen
die echte Schlafzeit weitgehend unverdndert bleibt, allenfalls verringert sie sich etwas (Williams
1974, Bliwise 2005). Dieser Einflussfaktor auf eine verringerte Schlafeffizienz wurde in den bei-
den Studien weitgehend eliminiert, indem die maximale Dauer des Nachtschlafes auf acht
Stunden fixiert wurde, die Probanden hinsichtlich typischer Stérfaktoren des Schlafes aufgeklart

worden waren und vor jeder Studiennacht eine Adaptationsnacht vorgeschaltet war.

Hinsichtlich der Verteilung der Schlafstadien an der Gesamtschlafzeit zeigten sich ebenfalls ty-
pische Veranderungen, wie u.a. von Ohayon et al. 2004 aufgezeigt, der in einer Metaanalyse
die Veranderungen quantitativer Schlafparameter gesunder Individuen von der Kindheit bis zum

hohen Alter aufzeigte.
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Als Ergebnis der Untersuchung zeigten sich folgende charakteristische Altersveranderungen

der Schlafstadien bei gesunden jungeren im Vergleich zu alteren Probanden:

Der Anteil des REM- Schlafes lag sowohl bei den jingeren Probanden als auch bei den
alteren Probanden bei ca. 20 % der Gesamtschlafzeit und somit im Normbereich, der
zwischen 20 % - 25 % fiir jingere gesunde Probanden angegeben wird. In Uberein-
stimmung mit der Literatur (Carskadon, Dement 2005) blieb der REM- Schlafanteil mit
zunehmendem Alter weitgehend gleich, solange die Hirnfunktion nicht beeintrachtigt

war.

Der Anteil des Tiefschlafes an der Gesamtschlafzeit lag bei den jingeren Probanden
bei ca. 15 % der Gesamtschlafzeit im Normbereich fir diese Altersgruppe (Carskadon,
Dement 2005). Im Vergleich dazu verkirzte sich der Tiefschlaf deutlich bei alteren Pro-
banden auf ca. 8 % der Gesamtschlafzeit und reduzierte sich damit im Vergleich zu den
jungeren Probanden um ca. 40 %. Eine deutliche Abnahme der Tiefschlafanteile ist
Ubereinstimmend in der Literatur beschrieben, wobei insbesondere ab einem Alter von

60 Jahren kaum noch Tiefschlaf vorhanden sein kann (Carskadon, Dement 2005).
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« Jungere Probanden bendtigten ca. 12 Minuten vom Einschlafen bis zum Erreichen des
ersten Tiefschlafes. Diese Zeit war beim alteren Probanden mit ca. 20 Minuten um ca.

60 % langer.

* Im Ausgleich verlangert sich der Leichtschlafanteil (NonREM1 und NonREM?2) bei &lte-
ren Probanden deutlich. Auch diese Verschiebung der NonREM- Schlafstadien
hinsichtlich eines leichteren Schlafes ist aus der Literatur bekannt (Redline et al. 2004,
Bliwise 2005).

Auch die subjektive Einschatzung der Probanden spiegelte diese Veranderungen in der Schlaf-
dauer und Schlafstruktur wider: die &@lteren Probanden gaben eine um ca. 5 % verringerte
Schlafdauer an, wahrend die subjektive Einschlafzeit nicht differierte. Bezlglich ihrer subjekti-
ven Befindlichkeit gab es keine Unterschiede zwischen den beiden Altersgruppen. Sowohl
jungere als auch altere Probanden schatzten ihre Schlafqualitat als gut mit ca. 70 Punkten auf
der Visuellen Analogskala von 0 - 100 ein, fuhlten sich am Morgen frisch und gut ausge-
schlafen (> 80 Punkte im Median) und waren Uber den Tag hinweg gut leistungsfahig (> 75

Punkte im Median)

Wie zu erwarten, schnitten bei dem kognitiven Test die jingeren Probanden signifikant besser
ab: die Reaktionszeit im Zahlen- Verbindungs- Test war signifikant schneller, die Gesamtzahl
im d2- Aufmerksamkeits- Belastungs- Test war signifikant héher und die Fehlerquote deutlich

geringer.

Fir die Untersuchung der ZNS- Effekte unter anticholinergen Substanzen wurde die REM-
Schlafdauer als primarer Zielparameter ausgewahlt, da dieser die gesamte Nacht widerspiegelt.
In der Gesamtgruppe aller Probanden aus den beiden Studien fand sich eine Reduktion der
REM- Schlafdauer unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo um 10,5 %. Es zeigte sich aul3er-
dem in der Gesamtgruppe eine signifikante Verlangerung der Zeit bis zum Erreichen des ersten
REM- Schlafes (REM- Latenz) unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo. Der Einfluss anticholi-
nerger Substanzen auf den Schlaf ist aus der Literatur bekannt. So zeigte Oxybutynin, was in
beiden Studien ebenfalls untersucht wurde (Daten hier nicht gezeigt), im Vergleich zu Toltero-
din eine noch deutlich ausgepragtere Beeinflussung der REM- Schlafdauer sowie der REM-
Latenz in beiden untersuchten Altersgruppen (Diefenbach 2003, 2005). Dies kdnnte auf die
bessere Penetrationsfahigkeit der Blut- Hirn- Schranke zuriickgefuhrt werden. Fir Scopolamin,

das ebenso wie Tolterodin zu den nichtselektiven cholinergen Antagonisten z&hlt, ist eine deut-
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liche Beeintrachtigung des REM- Schlafes beschrieben. Hier zeigte sich insbesondere eine
Verringerung des REM- Schlafanteiles um 20 — 60 % und eine variable Verlangerung der REM-
Latenz um bis zu 130 % (Sagales et al 1975, Sitaram et al. 1978, Poland et al. 1989, Poland et
al 1997, McCracken et al. 1997). Obwohl diese anticholinergen Substanzen nicht direkt vergli-
chen wurden, scheinen die Effekte von Scopolamin auf den REM- Schlaf ausgepréagter zu sein,
was wegen guter Penetrationsfahigkeit der Substanz durch die Blut- Hirn- Schranke nicht tber-

rascht:

- Scopolamin ist im Vergleich zu Oxybutynin und Tolterodin zwar relativ schlecht lipidlGs-
lich (Scopolamin log D: 0.72, Oxybutynin log D: 2.17, Tolterodin log D: 1.83).

- Scopolamin hat aber einen deutlich niedrigen lonisierungsgrad als Oxybutynin und Tol-
terodin (Patil 2004).

- Scopolamin hat mit 303 D eine deutlich kleinere Molekulgrof3e als Oxybutynin (393 D)
und Tolterodin (476 D).

Zusétzlich war die Wirksamkeit von Tolterodin auf den REM- Schlaf deutlich altersabhangig.
Die Verringerung des REM- Schlafes unter Tolterodin war bei den alteren Probanden mit ca.
15 % im Median besonders ausgeprégt. Im Vergleich dazu zeigte sich bei der Untersuchung
jungerer Probanden nur eine Reduktion um ca. 5 % unter Tolterodin, welche auch nicht statis-
tisch signifikant war. Wahrend in der Gesamtguppe die REM- Latenz im Median um 5 min
zunahm, war die REM- Latenz in den beiden Populationen mit 5 min bei den jingeren und 6,5
min bei den alteren Probanden nicht signifikant verlangert. Bei der Interpretation der Resultate
der REM- Latenz darf man jedoch nicht aus den Augen verlieren, dass dieser Parameter nur

den Beginn der Nacht widerspiegeln kann.

Wie bereits unter verschiedenen anderen anticholinergen Substanzen (z.B. Scopolamin) bzw.
Substanzen mit anticholinerger Wirkkomponente (z.B. Antidepressiva) in der Literatur beobach-
tet (Sagales et al 1975, Sitaram et al. 1978, Poland et al. 1989, Poland et al 1997, McCracken
et al. 1997), zeigten sich bei den NonREM- Schlafparametern deutlich geringere Effekte unter
Tolterodin im Vergleich zu Placebo. Keine Unterschiede zeigten sich fir die Schlafeffizienz. Es
wurde eine nur geringe Verschiebung in den Schlafstadien beobachtet, welche aber ebenfalls
bei den alteren Probanden starker ausgepragt war. In dieser Gruppe zeigte sich eine Verlange-
rung des Leichtschlafstadiums NonREMZ2, wahrscheinlich auf Kosten einer signifikanten
Verringerung der REM- Schlafanteiles sowie einer nicht signifikanten Verringerung des SWS-

Anteiles.
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Obwohl der REM- Schlafanteil nach Einnahme von Tolterodin auf 19,1% der Gesamtschlafzeit
bei den jungeren Probanden und auf 16,7 % bei den &lteren Probanden sank (und damit insbe-
sondere bei den alteren Probanden unterhalb des Normbereiches lag), erreichte er noch keine
pathologisch erniedrigten Werte. Daher war keine ausgepragte Beeintrachtigung der Konzent-
ration oder der kognitiven Funktion zu erwarten. So zeigte sich kein manifester Effekt von
Tolterodin auf die kognitive Leistungsgeschwindigkeit bzw. auf die Aufmerksamkeits- und Kon-
zentrationsleistungen. Um Gedachtnisstérungen bei Alteren ausschlieBen zu kénnen, wéren
dennoch weitere kognitive Tests notwendig, welche subtile Verdnderungen der Gedachtnisleis-

tungen auf verschiedenen Ebenen erfassen.

Bei der subjektiven Befindlichkeit zeigten sich sowohl in der Gesamtgruppe als auch in den
beiden Altersgruppen niedrigere Werte unter Tolterodin, die jedoch lediglich bei den &lteren

Probanden fiir die Leistungsféhigkeit am Tage signifikant schlechtere Werte erreichten.

Zusammenfassend zeigte sich hinsichtlich des Alterseinflusses bei Personen Uber 50 Jahren
unter der anticholinergen Substanz Tolterodin eine deutlichere Beeintrachtigung insbesondere
des REM- Schlafes im Vergleich zu den Jiingeren. Diese Beobachtung deckt sich mit der von
verschiedenen Autoren beschriebenen Altersabhangigkeit unter anderen anticholinergen Sub-
stanzen (z.B. Scopolamin) sowie mit Berichten Uber neuropsychiatrische Nebenwirkungen
insbesondere bei alteren Patienten, die mit tertidren Anticholinergika wie Oxybutynin oder Tol-
terodin  behandelt wurden. Diese Ergebnisse unterstreichen auch, dass neben
pharmakokinetischen auch pharmakodynamische Aspekte eine wichtige Rolle fir die Haufigkeit
und Intensitat von ZNS- Nebenwirkungen bei anticholinergen Substanzen spielen. In der Litera-
tur wurden bei alteren Menschen ausgepragtere ZNS- Wirkungen beobachtet, selbst wenn die
Dosierung an die altersbedingten Veranderungen des Kérpers und die Ausscheidung ange-
passt wurde. Somit kann eine Beeintrachtigung der kognitiven Leistungsfahigkeit sowie
neuropsychiatrische Nebenwirkungen unter Tolterodin nicht ausgeschlossen werden, insbe-
sondere, wenn dltere Patienten behandelt werden und diese Patienten im Ausgangsbefund
bereits durch verschiedene psychiatrische Erkrankungen (z.B. Depression) und/ oder Schlafsto-
rungen eine Beeintrachtigung des REM- Schlafes zeigen. Es bleibt dabei zu bedenken, dass in
den hier vorliegenden Studien nur die Effekte einer Einmaldosis in Hohe der empfohlenen ge-
samten Tagesdosis untersucht wurden und diese Substanzen héaufig bei chronisch Kranken
eingesetzt werden. Die Entwicklung der Effekte auf die Schlafstruktur unter Dauertherapie und

deren Einfluss auf die kognitiven Fahigkeiten ist nicht bekannt.
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5.2 Einfluss von Tolterodin auf den Schlaf und die kognitiven Fahigkeit

unter besonderer Berticksichtigung des Genotyps

Von den 53 in die Studien eingeschlossenen Probanden lagen fir 44 Probanden sowohl eine

Zustimmung zur Genotypisierung als auch objektive und subjektive Schlafdaten und kognitive

Tests fur Tolterodin vor. Alle 44 Probanden waren Kaukasier.

Unter den 44 Probanden (d.h. 88 Allelen) fanden sich folgende Allelfrequenzen:

67 % flur das Wildtyp- Allel *1 (n = 59)

Die Haufigkeit des Wildtyp- Allels *1 liegt bei Sachse et al. bei 36,4 %, dazu kommen
noch 32,4 % als Trager des Allels *2 fir das keine eingeschrankte CYP2D6 postuliert
wird. (Allel *1 + Allel *2: 68,8 %) Aus diesem Grunde wurde in dieser Untersuchung
nicht zwischen diesen beiden Allelen differenziert, beide Allele finden sich in der

Schnellmetabolisierer- Gruppe unter Allel *1 wieder.

25 % fur das Langsammetabolisierer- Allel *4 (n = 22), sowie je 3,4 % fur die Lang-
sammetabolisierer- Allele *3 und *5 (je n = 3)

Frequenzen fir die Langsammetabolisierer- Allele *3, *4, *5 und *6, bei denen es zu ei-
nem Verlust der Enzymaktiviat kommt, werden bei Sachse et al. (1997), der CYP2D6-
Varianten von 589 Kaukasiern untersuchte, mit 2,04 %, 20,7 %, 1,95 % und 0,93 % an-
gegeben. Erwartungsgemal war sowohl in unserer Studie als auch bei der von Sachse
et al. die Splice- site- Mutation G1846A, die als Allel *4 definiert ist, die haufigste Muta-

tion.

1,1 % fur das duplizierte Allel *2x2 (n = 1)
Die Haufigkeit fur das duplizierte Allel liegt bei Sachse et al. (1997) bei 1,34 %.

das Allel *6 wurde nicht detektiert.

Damit liegen die Allelfrequenzen unseres Probandenkollektivs im Bereich der Referenzwerte fiir

die kaukasische Bevdlkerung.

Beziglich der Genotypen fanden wir unter den 44 Probanden:

43 % (n = 19) Schnellmetabolisierer (EM)

46 % (n = 20) intermedidre Metabolisierer (IM), die mindestens ein defizientes Allel (Al-

lele *3, *4 oder *5) besalRen
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*  99% (n =4) Langsammetabolisierer (PM) mit zwei defizienten Allelen
Die Haufigkeit der Langsammetabolisierer wird bei Sachse et al. mit 7,24 % angegeben
und umfasst die Allele *3, *4, *5, *6 und *15, wobei die Allelfrequenzen der nicht von uns

untersuchten Variante *15 mit 0,08 % einen nur unbedeutenden Anteil einnimmt.

e 2% (n = 1) ultraschnelle Metabolisierer (UM) mit mindestens einem duplizierten Allel *2
Die Haufigkeit der ultraschnellen Metabolisierer mit mindestens 3 aktiven Allelen wird
bei Sachse et al. mit 2,63 % angegeben, wobei die Duplikation des Allels *2 mit einer Al-
lelfrequenz von 1,34 % im Vergleich zu den Duplikationen des Allels *1 und *4 mit einer

Allelfrequenz von 0,51 % und 0,08 % den groRten Anteil darstellt.

Damit liegt die Haufigkeit der Langsammetabolisierer und der ultraschnellen Metabolisierer aus

unserer Studie im Bereich der flr Kaukasier gefundenen Referenzwerte.

Die demographischen Daten, d.h. Alter und BMI, unterschieden sich nicht signifikant zwischen

Schnellmetabolisierern, intermediaren Metabolisierern und Langsammetabolisierern.

Wegen der geringen Gruppenstarke der Langsammetabolisierer beruht ein Grof3teil der Ergeb-
nisse auf einer Kombination der Gruppen mit einem oder zwei defizienten CYP2D6- Allelen (IM
+ PM).

Zur Charakterisierung des Einflusses des Genotyps auf d en Schlaf an sich wurden zu-
nachst die unter Placebo beobachteten objektiven und subjektiven Schlafparameter sowie die

Ergebnisse der kognitiven Tests in den beiden Studienpopulationen ausgewertet.

Hinsichtlich der objektiven Schlafparameter zeigten sich keine Einfluisse des CYP2D6-
Genotyps auf die Verteilung der Schlafstadien an der Gesamtschlafzeit, die Schlaflatenzen
oder die Schlafeffizienz. Insbesondere die REM- Schlafdauer als Hauptzielparameter unter-
schied sich nicht signifikant zwischen den Schnellmetabolisierern und den Probanden mit
Defizienz im CYP2D6- Genotyp. Auch fir die subjektiven Schlafparameter zeigte sich kein Ein-
fluss des CYP2D6- Genotyps. Dieses deckt sich mit dem Ergebnis einer Literaturrecherche in
medizinischen Literaturdatenbanken (Pubmed, Medline), die keine Hinweise auf einen Einfluss
des CYP2D6- Genotyps auf den Schlaf lieferte.

Bei den kognitiven Tests zeigte sich sowohl flir den Zahlen- Verbindungs- Test als auch fiir den
Aufmerksamkeits- Belastungs- Test eine deutlich schlechtere Performance fir die Probanden

mit Defizienz im CYP2D6. Im d2- Aufmerksamkeits- Belastungs- Test war bei Probanden mit
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Defizienz im CYP2D6 die Gesamtzahl um 12 % signifikant niedriger, die Fehlerquote um 18 %
hoher. Im Zahlen- Verbindungs- Test war die Reaktionszeit bei diesen Probanden um etwa
30 % langer. Bisher finden sich in der Literatur keine Hinweise auf einen Einfluss des CYP2D6-
Genotyps auf die kognitiven Féhigkeiten. Dieses Ergebnis sollte dennoch Anlass geben, die
kognitive Leistungsfahigkeit in Abhangigkeit vom CYP2D6- Genotyp in weiteren prospektiven
Untersuchungen zu evaluieren. Insbesondere sollte bei Studien, die den Einfluss des CYP2D6-
Genotyps auf Psychopharmaka untersuchen, darauf geachtet werden, dass auch Placebowerte

mit berdcksichtigt werden.

Als primérer Zielparameter fir die Darstellung der ZNS- Effekte unter Tolterodin ~ wurde die
REM- Schlafdauer ausgewahlt, da dieser Parameter die gesamte Nacht widerspiegelt. Diffe-
renziert man die Reduktion der REM- Schlafdauer unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo, die
in der Gesamtgruppe bei 10,5 % lag, nach Genotyp, zeigt sich eine deutliche Beeintrachtigung
bei den Probanden mit CYP2D6- Defizienz:

+ Bei Schnellmetabolisierern war eine Reduktion des REM- Schlafanteils unter Tolterodin

um 5 % zu beobachten, wobei diese Reduktion nicht signifikant war.

« Im Vergleich lag bei Probanden mit CYP2D6- Defizienz eine signifikante Reduktion des
REM- Schlafanteils unter Tolterodin um im Median 20 % vor.
Da die Probandengruppe mit CYP2D6- Defizienz sowohl intermediare Metabolisierer als
auch Langsammetabolisierer enthdalt, wurde zusatzlich eine separate Analyse des REM-
Schlafanteils fir diese beiden Gruppe durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine signifikante
Reduktion des REM- Schlafanteils bei den intermedidren Metabolisierern (p = 0,049)
wahrend sich fur die Langsammetabolisierer lediglich ein Trend zeigte (p = 0,068). Es
ist sehr wahrscheinlich, dass dieses Ergebnis auf die geringe Fallzahl in der Gruppe der
Langsammetabolisierer (n = 4) zurickzufuhren ist. Daher wurde im weiteren Verlauf

keine separate Analyse dieser beiden Gruppen mit CYP2D6- Defizienz durchgefihrt.

Wahrend in der Gesamtguppe die REM- Latenz im Median um 5 min zunahm, war die REM-
Latenz in den beiden Genotyp- Populationen mit 10 min bei den Schnellmetabolisierern und 5

min bei Probanden mit defizientem CYP2D6- Genotyp nicht signifikant verlangert.

Bei Langsammetabolisierern wird Tolterodin nicht via CYP2D6 zu dem aktiven 5- Hydroxy-
methyl- Metaboliten (5- HM) abgebaut, sondern via CYP3A4 zu inaktivem N- dealkylierten
Tolterodin. Diese Defizienz im Hauptabbauweg tUber CYP2D6 fuhrt bei Langsammetabolisie-

rern zu einer deutlich verminderten Clearance von Tolterodin. Daher wird bei
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Langsammetabolisierern eine ca. 7- fach hthere Konzentration im Vergleich zu Schnell-
metabolisierern gefunden. Weiterhin ist die Halbwertzeit von Tolterodin bei Langsam-
metabolisierern deutlich verlangert (Brynne et al. 1998). Da sich diese Veranderungen insbe-
sondere auf die Eliminationsphase auswirken, wahrend die Absorption weitgehend unverandert
bleibt, ist es nicht verwunderlich, dass die Ergebnisse der Untersuchung der REM- Latenz, die
lediglich die ersten ca. 1.5 Stunden einer Nacht widerspiegelt, keine Unterschiede zwischen
den Genotyp- Gruppen zeigten. Eine Beeintrachtigung des REM- Schlafes ist im Falle einer
CYP2D6- Defizienz erst im Laufe der Nacht zu erwarten, was sich deutlich an den Verander-

ungen des REM- Schlafanteils widerspiegelt.

Bei den NonREM- Schlafparametern zeigten sich erwartungsgeman deutlich geringere Effekte
unter Tolterodin im Vergleich zu Placebo. Keine Unterschiede zeigten sich fir die Schlafeffi-
zienz. Es zeigte sich lediglich eine geringfiigige Verschiebung in den Schlafstadien
insbesondere bei Probanden mit defizientem Genotyp. In dieser Gruppe wurde eine Ver-
langerung der NonREM2- Dauer wahrscheinlich auf Kosten einer signifikanten Verringerung
des REM- Schlafanteiles beobachtet. Da die Reduktion des REM- Schlafes jedoch keine patho-
logischen Werte erreichte, war keine ausgepragte Beeintrachtigung der kognitiven Funktion zu
erwarten. Fur keinen der untersuchten kognitiven Parameter konnten Unterschiede zwischen
der Gruppe der Schnellmetabolisierer und der Gruppe mit defizientem CYP2D6- Genotyp im

Vergleich von Tolterodin und Placebo gefunden werden.

Wie bereits aufgezeigt, differieren die pharmakokinetischen Parameter zwischen Langsam-
metabolisierern und Schnellmetabolisierern deutlich, was jedoch hinsichtlich des pharmakologi-
schen Effektes eine nur geringe klinische Relevanz darzustellen scheint, da der aktive Metabolit
5- HM signifikant zum pharmakologischen Effekt bei Schnellmetabolisierern beitragt und dieser
Effekt bei Langsammetabolisierern durch Tolterodin allein Gbernommen wird. In einer klini-
schen Studie konnten keine Unterschiede bezlglich der Sicherheit, Vertraglichkeit und
klinischen Wirksamkeit von Tolterodin in Abhangigkeit von den unterschiedlichen Metabolisie-
rungswegen detektiert werden (Larsson 1999). Inwieweit die in dieser Studie gezeigten
pharmakokinetischen Unterschiede einen Einfluss insbesondere auf das Nebenwirkungsprofil
haben, kann diese Studie jedoch nicht allumfassend beantworten, dazu ist die Fallzahl der
Langsammetabolisierer (N= 3 - 5 pro Dosisgruppe) zu klein und das Design sowie die Methodik
nicht geeignet, spezifische Nebenwirkung, z.B. im ZNS- Bereich, zu erfassen. Dass der Thera-
pieerfolg und/ oder die Nebenwirkungsrate neben individuellen Einflussfaktoren, wie Alter,

Geschlecht, Kérpergewicht, Leber- und Nierenfunktion, auch vom Metabolisierer- Status ab-
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hangt, konnte bereits fir verschiedene Psychopharmaka gezeigt werden, die Gber CYP2D6
abgebaut werden. (Kirchheiner et al. 2004). Dazu waren jedoch grof3e multizentrische Studien

mit umfassender Erfassung und Auswertung von Nebenwirkungen notwendig.

Aufgrund unterschiedlicher pharmakologischer Eigenschaften ist es denkbar, dass Tolterodin
und sein aktiver 5- Hydroxymethyl- Metabolit (5- HM) jeweils unterschiedliche Penetrations-

fahigkeiten der Blut- Hirn- Schranke besitzen:

- Tolterodin ist im Vergleich zu dessen aktiven Metabolit 5- Hydroxymethyl- Tolterodin
deutlich lipophiler (Tolterodin log D: 1.83 vs. 5- HM log D: 0.74)

- durch das Hinzufligen der Hydroxymethylgruppe besitzt 5- HM auf3erdem ein hdheres

Molekulargewicht sowie einen niedrigeren lonisierungsgrad als Tolterodin
Tolterodin dirfte deshalb die Blut- Hirn- Schranke besser penetrieren.

Daher ist es mdglich, dass zentralnervose Effekte bei Probanden mit einer Defizienz im
CYP2D6 im Vergleich zu Schnellmetabolisierern haufiger auftreten, da durch den defizienten
Metabolisierungsweg Tolterodin héhere Spiegel erreicht und langsamer abgebaut wird. Im Ge-
gensatz dazu wandeln Schnellmetabolisierer Tolterodin sehr schnell zu 5- Hydroxymethyl-

Tolterodin um.

Wirkungen von Tolterodin, die denen einer CYP2D6- Defizienz ahnlich sind, kénnten durch In-
teraktionen mit Substanzen auftreten, die CYP2D6 inhibieren (s. Tabelle 2). Dadurch kénnten
bei Probanden, die eigentlich Schnellmetabolisierer sind, aber Substanzen einnehmen, die
CYP2D6 inhibieren, &hnliche Effekte wie bei Langsammetabolisierern hervorgerufen werden.
Bei Langsammetabolisierern sind im Falle von Tolterodin aul3erdem Substanzen zu beachten,
die den CYP3A4- Metabolismus (s. Tabelle 2) beeintréachtigen kénnen, da bei Langsammetabo-
lisierern Tolterodin via CYP3A4 zum inaktiven N- dealkylierten Tolterodin umgewandelt wird.
Die Wahrscheinlichkeit einer gleichzeitigen Anwendung von mehreren Medikamenten ist bei &al-
teren Patienten deutlich héher. So zeigte beispielsweise die Berliner Altersstudie, dass mehr als

ein Drittel der Gber 70jahrigen mehr als 5 Medikamente taglich einnimmt.

Zusammenfassend zeigte sich hinsichtlich des Einflusses des Genotyps bei Probanden, die
zumindest ein defizientes CYP2D6- Allel besitzen, eine deutlich ausgeprégtere Beeintrachti-
gung insbesondere des REM- Schlafes unter der anticholinergen Substanz Tolterodin als bei

Schnellmetabolisierern, die zwei funktionelle Allele besitzen. Die Ergebnisse dieser Untersu-
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chung zeigen auch, dass pharmakokinetische Aspekte eine wichtige Rolle fir die Haufigkeit
und Intensitat von ZNS- Nebenwirkungen bei anticholinergen Substanzen spielen kdnnen. So-
mit kénnen eine Beeintrachtigung der kognitiven Leistungsfahigkeit und neuropsychiatrische
Nebenwirkungen unter Tolterodin nicht ausgeschlossen werden, insbesondere wenn altere Pa-
tienten behandelt werden, die eine Defizienz im CYP2D6- Gen besitzen. Weiterhin sind
Interaktionen mit Substanzen zu beachten, die CYP2D6 inhibieren und damit zu einer héheren
Exposition von Tolterodin flihren. Bei Langsammetabolisierern sind auch Substanzen zu beach-
ten, die CYP3A4 beeinflussen.

5.3 Kiritische Bewertung der Methodik und Ausblick

Es bleibt dabei jedoch zu bedenken, dass in der hier vorliegenden Untersuchung lediglich re-
trospektiv Daten analysiert wurden. Weiterhin kritisch anzumerken ist, dass die Daten nicht im
Rahmen einer Studie gewonnen wurden, sondern aus zwei Studien stammen. Dennoch schien
das Zusammenfuhren der Daten beider Studien geeignet, um die Altersabhangigkeit und den
Einfluss des CYP2D6- Genotyps zu testen sowie Hypothesen fiir weitere Studien zu generie-
ren, da beide Studien identisch im Design waren und sich lediglich in dem eingeschlossenen
Probandenkollektiv unterschieden. Als priméarer Parameter wurde in beiden Studien der REM-

Schlafanteil ausgewahlt und die Fallzahl der Studien dementsprechend berechnet.

Bei der Analyse der Alterabhangigkeit wurden die Daten aus der ersten Studie an jungen Pro-
banden im Alter zwischen 22 und 43 Jahren mit denen aus der zweiten Studie an &lteren
Probanden im Alter zwischen 51 und 65 Jahren verglichen. Optimal ware eine prospektive Stu-
die, welche die Einflisse des Alters in ein und derselben Studie untersucht. Eine solche Studie
ist jedoch insbesondere wegen des hohen Kostenaufwandes fir eine Schlafuntersuchung in

diesem Ausmalfe kaum zu realisieren.

Bei der Analyse des Einflusses des CYP2D6- Genotyps wurden die Probanden aus beiden
Studien zusammengefuhrt, um eine hdhere Fallzahl zu erreichen (insgesamt 44 Probanden),
wobei sich die Genotyp- Gruppen hinsichtlich ihrer demographischen Daten nicht unterschie-
den. Da die Auswahl der Probandenkollektive nicht hinsichtlich des Genotyps erfolgte und auch
die Studie nicht auf eine Subgruppenanalyse ausgerichtet war, fanden sich Allelfrequenzen in
dem in der kaukasischen Bevolkerung gefundenen Bereich. Daher ist die Gruppe der Lang-
sammetabolisierer mit einer Fallzahl von vier flr eine statistische Auswertung sehr gering und
es fand sich nur ein Proband mit einem ultraschnellen Metabolisierer- Status. Die Resultate des

Einflusses des CYP2D6- Genotyps auf den REM- Schlafanteil (primarer Zielparameter der Stu-
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dien) unter der Einnahme von Tolterodin zeigten sowohl flr die intermediaren Metabolisierer als
auch fur die Langsammetabolisierer einen deutlichen Einfluss. Daher wurde im Rahmen der
hier vorgelegten Arbeit entschieden, diese beiden Gruppen gemeinsam zu analysieren. Auf ei-
ne Analyse und den Vergleich der Daten des ultraschnellen Metabolisierers wurde verzichtet.
Optimal ware eine prospektive Untersuchung von gleich gro3en Gruppen von Schnellmetabo-
lisierer, intermediaren Metabolisierer, Langsammetabolisierer und ultraschnellen Metaboli-
sierern hinsichtlich des Einflusses von Tolterodin auf den Schlaf und die kognitiven Fahigkeiten.
Eine solche Untersuchung ist jedoch mit einem hohen Aufwand hinsichtlich der Auswahl der
Probanden verbunden, da nur ca. 7,3 % der kaukasischen Bevdlkerung einen Langsammeta-
bolisierer- Status aufweisen und nur ca. 2,6 % einen ultraschnellen. AufRerdem ist der Aufwand
einer Untersuchung der objektiven Schlafparameter mittels Polysomnographie, unter der Be-
ricksichtigung von 4 Metabolisierergruppen, als sehr hoch einzuschétzen, zumal eine solche
Untersuchung im Parallelgruppen- Design durchgefiihrt werden musste. In den beiden analy-
sierten Studien wurde ein Uberkreuztes Design gewéhlt, um den Einfluss der interindividuellen
Varianz der Schlafparameter zu minimieren. Eine Analyse der Schlafparameter in einem Paral-
lelgruppen- Design wirde eine deutlich hdhere Fallzahl verlangen, als in den hier verwendeten
Studien.

Weiterhin ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten, dass Effekte einer Einmaldosis
in Hohe der empfohlenen gesamten Tagesdosis bei gesunden Probanden analysiert wurden.
Zwar konnten vorhergehende Untersuchungen zeigen, dass dieses Verfahren geeignet ist,
Veranderungen der neurobiologischen Aktivitat nach Gabe von anticholinergen Substanzen zu
untersuchen, dennoch ist dies keine allumfassende Aussage. So kdnnten bei Mehrfachgabe
z.B. Effekte, die durch einen veradnderten Metabolisierungsweg entstehen, insbesondere zeit-
abhéngige pharmakokinetische Aspekte (Kumulation), eine Rolle spielen. Weiterhin kdnnten
Gewohnungseffekte nach langerdauernder Therapie auftreten, wie diese z.B. unter der anticho-
linergen Substanz Scopolamin berichtet wurden. Daher ist auch die Entwicklung der Effekte auf

die Schlafstruktur unter Dauertherapie nicht ohne weiteres vorhersehbar.
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6 Zusammenfassung

Anticholinerge Substanzen wie Oxybutynin, Tolterodin, Propiverin und Trospiumchlorid werden
zur Therapie des Syndroms der uberaktiven Blase, welches insbesondere altere Menschen be-
trifft, eingesetzt. Relativ haufig limitieren anticholinerge Nebenwirkungen Therapieresultate und
Compliance der Patienten. Unter Tolterodin werden zentralnerviose Effekte wie Schlafrigkeit,
Verwirrtheitszustande und Halluzinationen eher selten beobachtet, am haufigsten jedoch bei Al-
teren. Zur Verbesserung der Sicherheit in der Anwendung sowie zur Evaluierung von
zentralnervésen Nebenwirkungen und mdglichen Wirkungen auf den Schlaf wurde in der hier
vorgestellten Arbeit die Substanz Tolterodin untersucht und mit einer Placebomedikation vergli-

chen.

Die Arbeit basiert auf zwei Studien, die durchgefuhrt wurden, um ZNS- Effekte anticholinerger
Substanzen (u.a. Tolterodin) zu prufen. Dazu wurden die Ergebnisse der Studie an einer jing-
eren Probandengruppe mit denen der Studie an der Hauptzielpopulation fir diese Medikamen-
te, an Uber 50 Jahre alten Personen, verglichen. Zusatzlich wurde untersucht, inwieweit
genetisch bedingte Veranderungen im Cytochrom- P450 CYP2D6 und damit im Metabolismus
von Tolterodin zu Unterschieden bei den ZNS- Effekten fuhren. Zur Objektivierung des Schlaf-
verhaltens wurde im Schlaflabor eine Ableitung des Schlafes durchgefiihrt. Zur Einschétzung
der subjektiven Schlafparameter und Befindlichkeit wurden Morgen- und Abendprotokolle ver-
wendet. Die kognitive Leistungsgeschwindigkeit wurde durch den Zahlen- Verbindungs- Test
erfasst. Der d2- Aufmerksamkeits- Belastungs- Test ermdoglichte die Beurteilung individueller

Aufmerksamkeits- und Konzentrationsleistungen.

Bei der Auswertung des Schlafprofiles ohne Medikamenteneinfluss (Placebo) zeigten sich typi-
sche, in der Literatur beschriebene, altersabhangige Veradnderungen. Bei den alteren
Probanden (n = 25, mittleres Alter 60 = 4 Jahre) war die Schlafeffizienz im Vergleich zu den
jungeren Probanden (n = 28, mittleres Alter 28 + 5 Jahre) um ca. 10 % signifikant verringert.
Der Anteil des REM- Schlafes lag sowohl bei den jingeren Probanden als auch bei den &lteren
Probanden bei ca. 20 % der Gesamtschlafzeit und somit im Normbereich. Im Vergleich zu den
jungeren Probanden verkirzte sich der Tiefschlaf bei dlteren Probanden. Im Ausgleich verlan-
gert sich bei dieser Altersgruppe der Leichtschlafanteil. Auch die subjektive Einschatzung der
Probanden spiegelt diese Veranderungen in der Schlafdauer und Schlafstruktur wider. Wie zu

erwarten war, schnitten bei dem kognitiven Test die jingeren Probanden signifikant besser ab.

Beim unbehandelten Probanden (Placebo) wurden keine Einflisse des CYP2D6- Genotyps auf
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die objektiven Schlafparameter (Verteilung der Schlafstadien an der Gesamtschlafzeit, Schlaf-
latenzen oder die Schlafeffizienz) beobachtet. Insbesondere die REM- Schlafdauer als
Hauptzielparameter unterschied sich nicht signifikant zwischen den Schnellmetabolisierern (n =
19) und den Probanden mit Defizienz im CYP2D6- Genotyp (n = 24). Auch fir die subjektiven
Schlafparameter zeigte sich kein Einfluss des CYP2D6- Genotyps. Bei den kognitiven Tests
zeigte sich sowohl im Zahlen- Verbindungs- Test als auch im Aufmerksamkeits- Belastungs-
Test eine deutlich schlechtere Performanz bei den Probanden mit Defizienz im CYP2D6. Bisher
findet sich in der Literatur kein Hinweis auf einen Einfluss des CYP2D6- Genotyps auf die kog-
nitiven Fahigkeiten. Dieses Ergebnis sollte dennoch Anlass geben, die kognitive
Leistungsfahigkeit in Abhangigkeit vom CYP2D6- Genotyp in weiteren prospektiven Untersu-

chungen zu evaluieren.

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag jedoch auf den Einflissen des Alters sowie
des Metabolisierungsweges auf die subjektive und objektive Schlafstruktur sowie auf kognitive

Parameter nach einer Einmalgabe von Tolterodin am Abend.

Bei Probanden, die zumindest ein defizientes CYP2D6- Allel besitzen, zeigte sich eine ausge-
pragte Beeintrdchtigung des REM- Schlafes unter der anticholinergen Substanz Tolterodin im
Vergleich zu Placebo (Reduktion des REM- Schlafanteils um 20 %; p = 0,019), wahrend bei
Schnellmetabolisierern, die zwei funktionelle Allele besitzen, der Einfluss auf den REM- Schlaf
geringer war (Reduktion des REM- Schlafanteils um 5 %; nicht signifikant). Bei den NOonREM-
Schlafparametern zeigten sich erwartungsgemalf deutlich geringere Effekte unter Tolterodin im
Vergleich zu Placebo. Bei Langsammetabolisierern wird Tolterodin nicht via CYP2D6 zu dem
aktiven 5- Hydroxymethyl- Metaboliten abgebaut, sondern via CYP3A4 zu inaktivem N- dealky-
lierten Tolterodin. Diese Defizienz im Hauptabbauweg Gber CYP2D6 fuhrt bei
Langsammetabolisierern zu einer deutlich verminderten Clearance von Tolterodin. Aufgrund
unterschiedlicher pharmakologischer Eigenschaften ist es denkbar, dass Tolterodin im Ver-
gleich zu seinem aktiven 5- Hydroxymethyl- Metabolit besser die Blut- Hirn- Schranke
penetriert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen auf3erdem, dass neben pharma-
kologischen auch pharmakokinetische Aspekte eine wichtige Rolle fur die Haufigkeit und Inten-

sitdt von ZNS- Nebenwirkungen bei anticholinergen Substanzen spielen kénnen.

Bei Probanden tber 50 Jahren war der REM- Schlaf unter Tolterodin deutlich mehr beeintrach-
tigt als bei jungeren (Reduktion des REM- Schlafanteils um 15 % bei alteren Probanden, p =
0,012 vs. 5 % bei jungeren, nicht signifikant). Dieses Ergebnis deckt sich mit der von verschie-

denen Autoren beschriebenen Altersabhangigkeit unter anderen anticholinergen Substanzen
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sowie mit Berichten Uber neuropsychiatrischen Nebenwirkungen unter Tolterodin bei alteren
Patienten. Diese Ergebnisse unterstreichen, dass zusétzlich pharmakodynamische Aspekte die
Haufigkeit und Intensitat von ZNS- Nebenwirkungen bei anticholinergen Substanzen beeinflus-

sen.

Obwohl bei den untersuchten kognitiven Parametern keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Altersgruppen und in Abh&angigkeit vom Metabolisierer- Status gefunden wurden, kann
eine Beeintrachtigung der kognitiven Leistungsfahigkeit sowie neuropsychiatrische Neben-
wirkungen unter Tolterodin nicht ausgeschlossen werden. Dies trifft insbesondere fur die Be-

handlung alterer Patienten zu und kdnnte besonders dann in Erscheinung treten, wenn diese:

* Dbereits im Ausgangsbefund durch verschiedene psychiatrische Erkrankungen (z.B. De-
pression oder Demenz) und/ oder Schlafstérungen eine Beeintrachtigung des REM-

Schlafes zeigen.
* eine Defizienz im CYP2D6- Gen besitzen.

e zusatzlich Substanzen einnehmen, die CYP2D6 inhibieren und damit zu einer héheren
Exposition von Tolterodin fuhren (bei Langsammetabolisierern auch Substanzen, die
CYP3A4 beeinflussen).

Es bleibt zu bedenken, dass in der hier vorliegenden Untersuchung retrospektiv Daten analy-
siert wurden, die nach einer Einmaldosis in Hohe der empfohlenen gesamten Tagesdosis bei
gesunden Probanden erhoben wurden. Inwieweit diese Ergebnisse auf die Variationsbreite von
Patienten unter Dauertherapie Gbertragen werden kdnnen, sollte in prospektiven Studien unter-

sucht werden.

Die Ergebnisse geben Hinweise auf die Ursache individuell unterschiedlicher Suszeptibilitat fur
zentralnervose Nebenwirkungen unter Tolterodin sowie auf mdgliche Auswirkungen auf den
Schlaf.
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