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Abstract

Tolbutamid ist als Probesubstrat zur Bestimmung der CYP2C9-Aktivitat in vivo validiert. Die
Wirkung von Rifampicin als CYP2C9 Enzym-Induktor ist in zahlreichen Studien belegt. Vor-
liegende Studie untersucht die Aktivitat von CYP2C9-Polymorphismen mit Tolbutamid als
Probesubstrat vor und nach Induktion mit Rifampicin. Nachdem die Probanden in folgende
CYP2C9*1/*1 (n = 86), CYP*1/*2 (n = 21), CYP*1/*3 (n = 16), CYP*2/*3 (n = 4) und
CYP*3/*3 (n = 3) Gruppen genotypisiert wurden, erhielten 130 gesunde Probanden im ersten
Teil eine orale Dosis von 500 mg Tolbutamid. Das Substrat Tolbutamid und seine Metaboli-
ten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid wurden mittels HPLC im Plasma und Urin
gemessen. Die Daten wurden mit nonparametrischen pharmakokinetischen Methoden ana-
lysiert und statistisch ausgewertet. AnschlieRend wurde die Pharmakokinetik von Tolbutamid
nach viertagiger Einnahme von 450 mg Rifampicin bestimmt. Die mittlere orale Clearance
von Tolbutamid (Standardabweichung) betrug 13,0 (3,2), 12,3 (3,5), 8,7 (1,7), 6,5 (0,7), 2,2
(0,6) mL / min bei (*1/*1), (*1/*2), (*1/*3), (*2/*3), (*3/*3) CYP2C9 Alleltragern (p < 0,001
Jonckheere-Terpstra-Test). Nach Induktion stieg die orale Clearance von Tolbutamid auf
25,6 (9,0), 22,6 (7,1), 16,6 (7,3), 11,2 (2,3), 5,6 (2,2) mL / min bei (*1/*1), (*1/*2), (*1/*3),
(*2/*3), (*3/*3) CYP2C9 Alleltragern (p < 0,001). Der Induktionsfaktor wies eine grof3e Varia-
bilitat auf (1-5), und obwohl eine Tendenz zu erhdhten Induktionsfaktoren bei Tragern des *3
Allels zu erkennen ist, ergab die Testung keine Signifikanz. Allerdings wirkte sich die Indukti-
on, gemessen an der Clearance-Differenz, bei Wildtyp-Tragern deutlich auf die Clearance
aus (p < 0,001 Wilcoxon-Test) wahrend die Induktion bei *3/*3 Genotypen keinen deutlichen
Unterschied bewirkte. Bei Tragern der CYP2C9-Polymorphismen besteht relativ gesehen die
gleiche Induzierbarkeit. Absolut gesehen ist die CYP2C9-Aktivitat bei Tragern der Poly-

morphismen auch nach Induktion niedrig.
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Abstract

The impact of tolbutamide metabolizing enzyme CYP2C9 and its alleles *2, and *3 is well
known. Rifampicin is a potent inducer of CYP2C9. If induction is different between CYP2C9
polymorphisms, was the question of this study. By using tolbutamide as a probe of CYP2C9
activity, we evaluated CYP2C9 phenotype in 130 healthy individuals expressing the
CYP2C9*1/*1 (n = 86), *1/*2 (n = 21), *1/*3 (n = 16), *2/*3 (n = 4) and *3/*3 (n = 3) genotype
via PCR. Initially, volunteers received a single oral dose of 500 mg tolbutamide. After that the
subjects were treated with 450 mg rifampicin for four days. Data were analyzed by non-
parametric pharmacokinetics and statistics. The mean oral clearances of tolbutamide (Stan-
dard deviation) were 13,0 (3,2), 12,3 (3,5), 8,7 (1,7), 6,5 (0,7), 2,2 (0,6) mL / min in carriers of
CYP2C9 genotypes (*1/*1), (*1/*2), (*1/*3), (*2/*3) and (*3/*3), respectively (p < 0,001 Jonck-
heere-Terpstra-Test). After induction with rifampicin the mean total oral clearance of tolbu-
tamide (SD) increased on 25,6 (9,0), 22,6 (7,1), 16,6 (7,3), 11,2 (2,3), 5,6 (2,2) mL / min in
carriers of CYP2C9 genotypes (*1/*1), (*1/*2), (*1/*3), (*2/*3) and (*3/*3), respectively (p <
0,001 Jonckheere-Terpstra-Test). The observed intersubject variability of induction was great
(factor of induction was between 1 and 5). Athough there might be a tendency to stronger
factors of induction of CYP*3/*3 genotypes, statistics failed (p = 0,788 Jonckheere-Terpstra-
Test). However, the effect of induction (Clearance difference) was significant in *1/*1 geno-
types (p < 0,001 Wilcoxon-Test) and not in *3/*3 genotypes. In conclusion inducibility of
CYP2C9-polymorphism was similar, but induced CYP2C9-aktivity in polymorphisms remains

low.
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induction
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Pharmakogenetik

Bei der Therapie mit Medikamenten ist es oft nicht méglich, eine Vorhersage zu treffen, wie
der Patient auf das verabreichte Praparat anspricht, ob die eingesetzte Dosierung des Medi-
kamentes ausreicht einen Therapieerfolg zu erzielen oder ein Therapieversagen bis hin zu
schweren Nebenwirkungen eintritt. Nach Erhebungen aus dem Jahre 1998 von Lazarou et
al. betragt bei Klinikpatienten die Inzidenz schwerer unerwinschter Arzneimittelwirkungen
6,7 %, die der todlichen 0,37 %. Arzneimittelnebenwirkungen sind damit nach koronarer
Herzkrankheit, Krebs, Schlaganfall und Lungenkrankheiten noch vor Unféllen, Diabetes mel-
litus und Pneumonie die finfthaufigste Todesursache in den USA. Die direkten Folgekosten
von Arzneimittelnebenwirkungen werden in den Vereinigten Staaten auf 1,4 bis 4 Milliarden
US-Dollar im Jahr geschatzt (Lazarou et al., 1998). Erhebungen in Europa zeigen ahnliche
Daten (Schneeweiss et al., 2002).

Diese interindividuelle Variabilitat in der Arzneimittelantwort unterliegt vielen Faktoren, wie

Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen, einer Komedikation, und genetischer Unterschiede.

Genetische Variabilitat beeinflusst die Wirkung von Arzneimitteln von der Absorption bis zur
vollstandigen Elimination (Evans et al., 2003). Diese findet man auf Seiten der Pharmakoki-
netik (Absorption, Distribution, Metabolismus und Elimination) eines Medikamentes sowie
der Pharmakodynamik (Medikamenteneffekte). Nahezu alle Enzyme des Fremdstoffmetabo-
lismus weisen genetische Varianten, so genannte Polymorphismen, auf. Diese kénnen zur
Aktivitatseinschrankung bis hin zum volligen Ausfall fiihren (Evans et al., 1999). In Tabelle 1
ist eine Auswahl beteiligter Strukturen des Arzneistoffmetabolismus, die genetischer Variabi-

litat unterliegen, aufgeflhrt.
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Tab. 1: Genetische Variabilitat bei der Wirkung der Medikamente auf der Ebene der Pharmakokinetik sowie der
Pharmakodynamik.

Ebene Beteiligte Strukturen Polymorphe Proteine
Pharmakokinetik Arzneistofftransporter MDRA1
OATP-C
Cytochrom-P450-Enzyme CYP2C9
CYP2C19
CYP2D6
Glutathiontransferasen GSTM1
Glukuronyltransferasen UGT1A1
Pharmakodynamik Rezeptoren Beta-1-Adrenorezeptor (ADRB1)

Beta-2-Adrenorezeptor (ADRB2)
Zielenzyme Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)

Vitamin-K-Epoxid-Reduktase (VKOR)

MDR1=Multidrug resistance 1;0ATP-C=0rganic anion transporting polypeptid-C; CYP=Cytochrom-P-450-Enzym;
GSTM1=Glutathion-S-Transferase M1; UGT1A1=Uridin-Diphosphat-Glukuronosyltransferase 1A1

Pharmakogenetik als Teilgebiet der Klinischen Pharmakologie befasst sich mit dem Einfluss

genetischer Faktoren auf die Arzneimittelwirkung.

Eines ihrer wesentlichen Ziele ist es, die Arzneitherapie durch die Berlicksichtigung der indi-
viduellen, erblichen Eigenschaften des jeweiligen Patienten zu optimieren. Eine verbesserte
Wirkung der Arzneitherapie wird, durch eine fiir den einzelnen Patienten stimmige Dosierung
der Medikamente erhofft, weil nur solche Medikamente ausgewahlt und passend dosiert
werden, die eine gewilnschte Wirkung erwarten lassen. Dadurch sollte die Therapie an Si-
cherheit gewinnen, da Nebenwirkungen vermieden werden kdonnen. Mittels einer besseren
Vorhersage des therapeutischen Erfolges und einer zutreffenderen Einschatzung des indivi-
duellen Risikos einer unerwiinschten Arzneimittelwirkung konnte das Auftreten schwerer
Komplikationen sowie die zusatzlich entstehenden Kosten arzneimittelverursachter Zwi-

schenfalle reduziert werden.
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1.1.1 Arzneistoffmetabolismus

Die Fahigkeit des Organismus, Fremdstoffe wie Arzneimittel durch Verstoffwechselung zu
eliminieren wird durch den Arzneimetabolismus und die Exkretion gewahrleistet. Die Um-
wandlung der Fremdstoffe durch biochemische Prozesse, die eine verbesserte Wasser-
I6slichkeit und damit eine gesteigerte Ausscheidung Uber Harn oder Galle bewirken, nennt

man Biotransformation.

Bei der Biotransformation von Medikamenten unterscheidet man zwei aufeinanderfolgende
Reaktionsschritte, die in Phase 1 und Phase 2 unterteilt werden. R.T. Williams beschrieb die
Entgiftung von Phenacetin anhand dieser zwei Reaktionsschritte: Phase | enthielt die oxida-
tive Dealkylierung von Phenacetin zu 4-Acetamidophenol, gefolgt von Phase I, in der eine

organische Saure gebildet wurde, 4-Acetamidophenylglucuronid (Smith und Williams, 1949).

In Phase | entsteht aus dem Ausgangsstoff durch kleine Molekulmodifikation wie Oxidation,
Reduktion oder Hydrolyse ein polarer Metabolit. In Phase Il wird durch die sogenannte Kon-
jugationsreaktion die Ausgangssubstanz oder der polare Metabolit an bestimmte Molekile
des Intermediarstoffwechsels wie Glukuronsaure, Schwefelsaure, Acetat, Aminosauren oder
Glutathion gekoppelt (Williams 1959; Gillette, 1963; Gerok und Sickinger, 1973). Diese Re-
aktionen werden durch membrangebundene Enzyme im endoplasmatischen Retikulum vor
allem in der Leber, aber auch in Niere, Lunge, im Intestinum und anderen Organen kataly-
siert. So werden vor allem lipophile Substanzen, welche die Lipidmembranen passieren kon-
nen, in entsprechend hohem Mal durch diese intrazellularen Enzymsysteme metabolisiert.

Abbildung 1 zeigt die Biotransformation von Phenacetin.

CH.J—CONH@GC:.H., — CH,-WNH@DH —» CH,-CO-NH @ O-GA
Phenacetin d-acetamidophenol 4-acetamidophenyl-

P-glucuronide

Abb. 1: Meileinstein des Arzneimetabolismus: Biotransformation von Phenacetin (Smith und Williams, 1949).
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Die Enzymsysteme unterscheiden jedoch nicht zwischen nitzlichen und schadlichen Reakti-
onen. Der eigentliche Wirkstoff kann aus einer inaktiven Vorstufe (,Prodrug®) entstehen,
dann spricht man von Bioaktivierung. Sofern durch die Biotransformation giftige Metabolite
gebildet werden, nennt man dies Toxifizierung. Haufig aber bewirkt die Biotransformation
eine Deaktivierung, d.h. eine Bildung inaktiver Metaboliten. Tabelle 2 stellt die zwei Phasen

der Biotransformation mit den jeweiligen Reaktionen und den daran beteiligten Enzymen dar.

Tab. 2: Bedeutende Reaktionen und Enzyme der Biotransformation

Reaktionen Enzyme

Phase | Oxidation Cytochrom-P450-Enzyme
Esterspaltung Esterasen
Reduktion Reduktasen

Phase Il Glutathionkopplung Glutathiontransferasen

Glukuronidierung

Schwefelsaurekopplung

Acetylierung

Glukuronyltransferasen

Sulfotransferasen

Acetyltransferasen
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1.1.2 Das Cytochrom-P450-Enzymsystem

Die Cytochrom-P450-Enzyme spielen flr den Arzneimetabolismus im menschlichen Orga-
nismus eine herausragende Rolle, da in der Regel der erste Schritt in der metabolischen
Umwandlung eines Medikamentes die Oxidation ist. Schatzungen zufolge werden mehr als
50 % aller aufgenommenen Medikamente durch das Cytochrom-P450-Enzymsystem meta-
bolisiert (Bertz und Grannemann, 1997).

Uber den Fremdstoffwechsel hinaus bernimmt das Cytochrom-P450-System noch eine
Vielzahl anderer Aufgaben. Hierzu zahlen die Biosynthese von Steroidhormonen, die Oxida-
tion ungesattigter Fettsduren zu intrazellularen Botenstoffen oder der Metabolismus von fett-

|6slichen Vitaminen.

Es handelt sich bei Cytochrom P450 um eine durch eine Supergenfamilie kodierte Gruppe
von intrazellularen, membrangebundenen Hamproteinen. Die aus ca. 500 Aminosauren be-
stehenden Cytochrom-P450-Enzyme katalysieren oxidative Reaktionen der Phase | der Bio-
transformation (Tabelle 2). Diese Enzyme sind hauptsachlich im endoplasmatischen Retiku-
lum der Leber und im Darm lokalisiert. Damit sind sie im Wesentlichen von

membrangangigen Substanzen zu erreichen.

Die Cytochrom-P450-Enzyme werden nach ihrer Aminosauresequenz-Ahnlichkeit in Familien
und Unterfamilien eingeteilt. Gene, die CYPs kodieren und die Enzyme selbst, werden mit
.CYP*, gefolgt von einer arabischen Ziffer fur die Familie, abgekurzt. Die Subfamilie wird
durch einen Grossbuchstaben bestimmt. Zuletzt folgt wieder eine arabische Zahl fur das |-
soenzym. Mitglieder der Familien missen eine gemeinsame Aminosauresequenz von > 40
% vorweisen, die Subfamilie muss eine gemeinsame Aminosauresequenz von > 55 % vor-

weisen (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html).

Beim Menschen sind bisher 17 Familien und 42 Subfamilien der Cytochromgene bekannt
(http://drnelson.utmen.edu/CytochromeP450.html). Dabei ist zu beachten, dass die Familien
1-3 die Metabolisierung von Medikamenten und anderen synthetischen oder nattrlichen,
exogenen Substanzen gewahrleistet, wohingegen mit héheren Nummern versehene Famili-
en groRtenteils fur die Biosynthese und Metabolisierung endogener Substanzen, z.B. Hor-
mone, verantwortlich sind. Die fUr die Arzneitherapie besonders wichtigen Cytochrom-P450-

Enzyme mit den jeweiligen bedeutenden Substraten sind in Tabelle 3 aufgefihrt.
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Tab. 3:Fur den Arzneimetabolismus wichtige Cytochrom-P450-Enzyme mit typischen Substraten

(www.medicine.iupui.edu/flockhart)

CYP Familie Enzyme Typische Substrate, d.h. davon
metabolisierte Medikamente
| CYP1A1 Warfarin, Amiodaron, Propranolol
CYP1A2 Clozapin, Imipramin, Koffein, Lido-
cain, Paracetamol, Theophyllin
] CYP2A6 Halothan, Nikotin
CYP2C8 Carbamazepin, Cerivastatin, Paclita-
xel, Pioglitazon, Tolbutamid, Vera-
pamil, Warfarin
CYP2C9 Celecoxib, Clopidogrel, Diclofenac,
Fluvastatin, Glibenclamid, Ibuprofen,
Tolbutamid, Warfarin
CYP2C19 Diazepam, Lansoprazol, Omeprazol,
Pantoprazol
CYP2D6 Ajmalin,  Amitryptilin,  Carvedilol,
Codein
1l CYP3A4 Chinidin, Cyclosporin A, Cortisol,
Dapson, Diltiazem, Midazolam, Nife-
CYP3A5 dipin, Paclitaxel, Sildenafil, Sim-
CYP3A7 vastatin

1.1.2.1 Die CYP2C-Subfamilie CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19

Die zur Gruppe der Cytochrom-P450-Enzyme gehoérende Subfamilie CYP2C macht beim

Menschen etwa 20 % des Gesamtgehalts der Leber an Cytochrom-P450-Enzymen aus

(Shimada et al., 1994). Diese Subfamilie der Cytochrom-P450-Enzyme tragt zu etwa 18 %

zu den von Cytochrom-P450-Enzymen katalysierten Phase-I-Reaktionen des Arzneimetabo-

lismus bei (Wolf und Smith, 1999).
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Die CYP2C Subfamilie besteht aus vier Isoenzymen (Nelson et al., 1996; Goldstein und de
Morais, 1994), bei denen es sich im Einzelnen um CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19
handelt. Die Gene der vier Isoenzyme gruppieren sich auf dem Chromosom 10 in der Region
10g24.2 (Meehan et al., 1988) und liegen in der Reihenfolge Zentromer-RBP4 (Serum-
Retinol-bindendes-Protein-Gen)-2C18-2C19-2C9-2C8-Telomer, wie in Abbildung 2 verdeut-
licht, vor (Gray et al., 1995). Obwohl die einzelnen Isoenzyme mit mehr als 82 % eine hohe
Homologie in ihrer Aminosauresequenz aufweisen (Goldstein und de Morais, 1994), gibt es
nur wenige Uberschneidungen in ihrer Substratspezifitat (Wrighton und Stevens, 1992). Alle

diese Enzyme weisen genetische Polymorphismen auf (Goldstein, 2001).

CYPaCLE CYPE0T e— PGS
CvYp2Cia

Abb. 2: Anordnung der CYP2C Enzyme auf Chromosom 10924 (www.ncbi.nlm.nih.gov)

1.1.2.2 Das Enzym CYP2C9 und seine Funktion im Arzneistoffwechsel

Unter den Mitgliedern der CYP2C-Subfamilie stellt das CYP2C9 mit 60 % den Hauptteil der
CYP2C-Isoenzyme in der menschlichen Leber (Goldstein und de Morais, 1994) bereit. Au-
Rerhalb der Leber konnte dieses Enzym bisher in etwa 200-fach geringerer Menge nur noch
im Intestinum gefunden werden (de Waziers et al., 1990). Das aus insgesamt neun Exons
sich zusammensetzende Gen kodiert flr ein Hamprotein von 490 Aminosauren und einer
Masse von ~ 52 kDa (Goldstein et al., 1994). Einen Uberblick Uber einige der zahlreichen
Substrate bietet die Tabelle 4.

Tab. 4: Nach Substanzklassen geordnete Substrate von CYP2C9 (nach Miners und Birkett, 1998; Brockmdller et
al., 2000; http://medicine.iupui.edu/flockhart)

Substanzklasse Vertreter Substanzklasse Vertreter
Antiepileptika Phenytoin Schleifendiuretika Torasemid
Nichtsteroidale Antiph- Diclofenac; Ibuprofen; Antidepressiva Amitryptilin, Fluoxetin
logistika Celecoxib; Indometacin;

Lornoxicam; Naproxen;

Meloxicam;
Cumarine S-Warfarin HMG-CoA- Fluvastatin

Reduktasehemmer

Sulfonylharnstoffe Tolbutamid; Glipizid AT-1-Antagonisten Losartan, Irbesartan
Orale Antidiabetika/ Rosiglitazon Antiéstrogene Tamoxifen

Insulinsensitizer
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1.1.2.3 Tolbutamid als CYP2C9 Probesubstrat

Tolbutamid hat eine Bioverfugbarkeit von > 85 % und wird extensiv uber CYP2C9 zu 4-
Hydroxytolbutamid verstoffwechselt, welches durch Dehydrogenasen zu Carboxytolbutamid
oxidiert wird (Thomas et al., 1966; Miners et al., 1996; Veronese et al., 1990). Beide Metabo-
lite werden mit dem Urin ausgeschieden. Dabei stellt der Metabolismus durch CYP2C9 fir
die Verstoffwechslungsrate den limitierenden Faktor dar (Miners et al., 1996). Dieser Sulfo-
nylharnstoff wird fast ausschlief3lich uber CYP2C9 verstoffwechselt, so dass CYP2C9 auch
als Tolbutamid-Hydroxylase beschrieben wurde und Tolbutamid nicht nur in vivo, sondern
auch in vitro als CYP2C9 charakterisierendes Testmedikament den Standard darstellt (Mi-
ners et al., 1998). Besonders geeignet ist Tolbutamid als CYP2C9-Phanotypisierende Test-
substanz, da die Variabilitdt in der Tolbutamid-Hydroxylierung auf die genetischen Poly-
morphismen des CYP2C9-Enzyms zurlickzufiihren sind (Sullivan-Klose et al., 1996). Somit

stellt Tolbutamid, weil es auch leicht und sicher handzuhaben ist, ein ideales Probesubstrat.

1.1.3 Polymorphismen arzneimetabolisierender Enzyme

Pharmakogenetische Varianten in Enzymen des Arzneistoffmetabolismus kénnen zu deutli-
chen Unterschieden in der Pharmakokinetik, also zu Unterschieden in den Konzentrationen
von Arzneistoffen und deren Metaboliten im Blut und in den Zielgeweben, fiihren.

Die Pharmakokinetik von Arzneimitteln und der Einfluss genetischer Variabilitat wird durch
pharmakokinetische KenngroRen wie Plasmakonzentrationen, Clearance, Verteilungsvolu-
men, Eliminations-Halbwertszeit und Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (area under
the concentration time curve, AUC) beschrieben.

Die im Kapitel 1.1.1 beschriebenen Phase-I-Reaktionen der Arzneistoff-Biotransformation
werden meist durch die Enzymfamilie der Cytochrom-P450-Enzyme (CYP) vermittelt. Flnf
Vertreter dieser Enzymfamilie, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9 und CYP1A2, meta-
bolisieren den weitaus groften Teil aller lebergangigen Medikamente (Shimada et al., 1994).
Fur CYP2D6 und CYP2C19 sind genetische Polymorphismen detektiert worden, die zu ei-
nem voélligen Fehlen des jeweiligen Enzyms filhren (De Morais et al., 1994; Sachse et al.,
1997). Bei CYP2C9 gibt es Polymorphismen, welche die Enzymaktivitat stark herabsetzen
(Miners, 1998). Die interindividuelle Variabilitat der Aktivitdt von CYP3A4 ist hingegen nach
heutigem Kenntnisstand nur zu einem geringen Teil durch definierte Genpolymorphismen
erklarbar (Sata et al., 2000).
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In Tabelle 5 sind wichtige Enzyme des Arzneimetabolismus (Phase | und Phase Il), die einen

funktionell bedeutsamen erblichen Polymorphismus aufweisen, dargestellt. Die angegebene

Haufigkeit homozygoter Genotypen bezieht sich auf Kaukasier. Die in der Tabelle angege-

benen Substrate unterstreichen die Bedeutsamkeit dieser Enzyme und ihre Polymorphismen

fur die Therapie mit Medikamenten.

Tab. 5: Wichtige Enzyme des Arznei- bzw. Fremdstoff-Metabolismus mit einem erblichen Polymorphismus

(Kirchheiner et al., 2003)

Phase | Funktionelle Bedeutung Haufigkeit homo- Bedeutung fiir folgende
des Polymorphismus zygoter genetischer Arzneistoffe
Varianten*
Cytochrom P450 (CYP) Hohe Induzierbarkeit 46 % Clozapin, Imipramin, Kof-
1A2 fein, Paracetamol
CYP2A6 Reduzierte Aktivitat 1% Fadrazol, Halothan
CYP2B6 Reduzierte Aktivitat 2% Bupropion, Propofol
CYP2C8 Reduzierte Aktivitat 1.7 % Carbamazepin, Cervistatin,
Paclitaxel
CYP2C9 Reduzierte Aktivitat 1-3 % Celecoxib, Clopidogrel,
Diclofenac, Fluvastatin,
Tolbutamid
CYP2C19 Fehlende Aktivitat 3% Diazepam, Lansoprazol,
Omeprazol, Pantoprazol
CYP2D6 Fehlende Aktivitat 7% Ajmalin, Flecainid, Halope-
ridol
CYP3A4 Aktivitatsabschwachung, Mehrere, teils seltene Chinidin, Cyclosporin A,
CYP3A5 Expression von CYP3A7 Mutationen Cortisol, Dapson, Dilti-
CYP3A7 beim Erwachsenen azem, Erythromycin
Phase Il
Arylamin-N- Langsame Acetylierer 55 % Isoniazid, Hydralazin,
Acetyltransferase 2 Sulfonamide, Procainamid
(NAT2)
Uridin-Diphosphat- Reduzierte Aktivitat 10,9 % Irinotecan
Glukuronosyltransferase
1A1 (UGT1A1)
Glutathion-S-Transferase Fehlende Aktivitat 55 % Disposition zu Harnblasen-
M1 (GSTM1) karzinom
Catechol-O- Verminderte Aktivitat 25 % Estrogene, L-Dopa, Am-
Methyltransferase phetamin
(COMT)
Thiopurin-S- Fehlende Aktivitat 0,3% Azathioprin, 6-
Methyltransferase Mercaptopurin
(TPMT)

*Haufigkeit auf homozygoten Genotyp unter Kaukasiern bezogen.
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1.1.3.1 Genetische Polymorphismen des Enzyms CYP2C9 und ihre pharmakokinetische

Auswirkung

Im Zusammenhang mit familiar auftretenden starken Nebenwirkungen bei der Einnahme von
Phenytoin wurde bereits 1964 eine erblich bedingte insuffiziente Hydroxylierung dieses
Antiepileptikums diskutiert (Kutt et al., 1964). In einer pharmakogenetischen Studie zur Me-
tabolisierung des Sulfonylharnstoffs Tolbutamid wurden bei 50 Patienten und Probanden ein
bis zu 9-facher Unterschied in der Tolbutamidclearance und ein Hinweis auf eine trimodale
Verteilung der Tolbutamideliminierungsraten festgestellt. Die Autoren vermuteten, dass ein
genetischer Polymorphismus der defizienten Tolbutamidhydroxylierung zugrunde liegen
konne (Scott und Poffenbarger, 1979). Weiter konnte nachgewiesen werden, dass die
Hydroxylierung von Phenytoin und Tolbutamid durch das gleiche Enzym katalysiert wird und
es sich hierbei um das Enzym CYP2C9 handelt (Relling et al., 1990). Neben dem Wildtyp
wurden noch mindestens 5 funktionell unterschiedlich wirksame Allelvarianten dieses En-
zyms entdeckt (Lee et al., 2002; http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp2C9.htm). Wahrend
zahlreiche in-vitro- und in-vivo-Arbeiten Gber den Einfluss der Allele *2 und *3 auf die Phar-
makokinetik von Medikamenten verdffentlicht wurden, existieren tber die Allele *4, *5 und *6
nur sparliche in-vitro- bzw. Einzelfall-Studien (Lee et al., 2002; leiri et al., 2000; Dickmann et
al., 2001; Kidd et al., 1999). Die Pravalenz der einzelnen CYP2C9-Allele unterliegt erhebli-
cher interethnischer Varianz. Wahrend die Allele *2 und *3 bei Afrikanern und Ostasiaten
praktisch nicht vorkommen, wurden die Allele *4, *5 und *6 bisher bei Kaukasiern nicht ge-
funden und somit bei der vorliegenden Arbeit vernachlassigt. Einen Uberblick (iber die pro-
zentuale Verteilung der auf den Allelen *1, *2 und *3 basierenden CYP2C9-Genotypen in

verschiedenen ethnischen Bevolkerungen gibt Tabelle 6.

Tab. 6: Prozentuale Anteile des CYP2C9-Genotyps in einzelnen ethnischen Populationen (Lee et al., 2002)

Allele von CYP2C9 Anteil bei Kaukasiern Anteil bei Afrikanern Anteil bei Asiaten
CYP2C9*1/*1 65 % (49-70 %) 87-97 % 92-98 %
CYP2C9*1/*2 20 % (16-34 %) 2-9% 0 %

CYP2C9*1/*3 12 % (10-16 %) 1-4 % 2-8%
CYP2C9*2/*2 0,9 % (0-6 %) 0% 0 %

CYP2C9*2/*3 1,4 % (1-2 %) 0% 0 %

CYP2C9*3/*3 0,4 % (0-1 %) 0 % 0 %
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Die Allele *2 und *3 entstehen durch einzelne Punktmutationen der chromosomalen DNA
(single nucleotide polymorphisms, SNPs), welche den Austausch von jeweils einer Amino-
saure an Position 144 bzw. 359 der Aminosaurenkette zur Folge haben. Der Wildtyp
CYP2C9*1 besitzt in der Position 144 seiner Aminosaurenkette die Aminosaure Arginin, an
der Position 359 die Aminosaure Isoleucin (CYP2C9*1Arg™**/1le®*). Bei CYP2C9*2 ist das
Arginin durch Cytosin ersetzt (CYP2C9*2Cys"*/1le*®), bei CYP2C9*3 das Isoleucin durch
Leucin (CYP2C9*3Arg'*/Leu®®). Die einzelnen Allelvarianten weisen unterschiedliche En-
zymaktivitaten auf, wie Tabelle 7 darstellt. Zahlreiche Arbeiten belegen, dass sowohl *2 als
auch *3 die Clearances zahlreicher klinisch relevanter Medikamente in vitro signifikant sen-
ken und Nebenwirkungen bei Medikamenten mit geringer therapeutischer Breite vermehrt
eine Senkung der Dosis in vivo erforderlich machen (Lee et al., 2002; Goldstein 2001; Taka-
nashi et al., 2000). Klinische Studien konnten darlegen, dass die zwei CYP2C9-Allele die
Enzymaktivitat unterschiedlich herabsetzen: CYP2C9*3 bewirkt bei den meisten CYP2C9-
Substraten einen deutlich verlangsamten Metabolismus, warend CYP2C9*2 in den meisten
klinischen Studien nur geringe Auswirkung auf die Enzymaktivitat zeigte (Kirchheiner et al.,
2002, [1-3]; Yasar et al., 2001). Eine Ausnahme macht das CYP2C9-Substrat S-Warfarin:
Trager des Genotyps CYP2C9*2/*2 zeigen eine deutlich niedrigere orale S-Warfarin-
Clearance (Scordo et al., 2002) sowie ein héheres Blutungsrisiko (Aithal et al., 1999). Teil-
weise existieren also flr das CYP2C9*2 Allel Unterschiede in der Aktivitat je nach Medika-
ment. So ist die Aktivitat von CYP2C9*2 Tragern fir das Medikament Torasemid gar nicht
eingeschrankt, aber fir das Medikament Naproxen ist in der Literatur eine deutliche Ein-

schrankung belegt (Kirchheiner et al., 2004).

Tab. 7: Mégliche Kombinationen der CYP2C9-Allele und ihre zu erwartende Aktivitat (Brockméller et al., 2000)

Genotyp Anzahl aktiver Allele Zu erwartende Aktivitat
CYP2C9*1/*1 2 Hoch

CYP2C9*1/*2 2 Hoch (allenfalls leicht eingeschrankt)
CYP2C9*2/*2 2 Niedrig

CYP2C9*1/*3 2 Niedrig

CYP2C9*2/*3 2 Niedrig

CYP2C9*3/*3 2 Sehr niedrig
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1.1.4 Erworbene Faktoren der interindividuellen Variabilitat des Arzneimetabolismus

Der Arzneimetabolismus unterliegt einerseits, wie oben beschrieben, den am Arzneimetabo-
lismus beteiligten Enzymen und deren genetisch bedingten Polymorphismen. Neben diesen
angeborenen Faktoren spielen erworbene Faktoren, die fiir die individuellen Unterschiede im
Arzneimetabolismus verantwortlich sind, eine bedeutende Rolle. Um eine patientenorientier-
te Behandlung gewabhrleisten zu kénnen, mussen individuelle Faktoren wie Alter, Gewicht,
Geschlecht, Begleiterkrankungen sowie eine Komedikation des Patienten berlcksichtigt
werden. Neben dem Lebensstil und der Ernahrung kénnen der Konsum von Genussmittel
wie Alkohol und Zigaretten zu Veranderungen im Arzneimetabolismus flihren. Nahrungsbe-
standteile wie z.B. im Grapefruitsaft haben eine hemmende Wirkung auf das metabolisieren-
de P450-Enzymsystem (Ho et al., 2001). Die Pharmakokinetik wird vor allem auf der Ebene
der Enzyminduktion und —inhibition stark beeinflusst. Induktion und Inhibition von Enzymen
scheinen einen grofRen Einfluss auf das Auftreten von unerwiinschten Begleiterscheinungen

und / oder eine fehlende therapeutische Effizienz zu haben (Ingelman-Sundberg, 2001).
1.1.4.1 Enzyminduktion

Ein besonderes Phanomen in der Arzneitherapie ist die so genannte Enzyminduktion. Sie ist
Ursache vieler Arzneimittelwechselwirkungen, die die Effizienz einer Arzneimitteltherapie
stark beeinflussen kann. Das Phanomen der Enzyminduktion wurde bereits vor ca. 50 Jah-
ren von H. Remmer und Kollegen entdeckt, die gesehen hatten, dass Ratten bei der ersten
Behandlung mit dem Medikament Phenobarbital sehr lange schliefen, nach folgenden Be-
handlung aber viel weniger. Die weitere Erforschung ergab, dass es unter Behandlung mit
Phenobarbital zu einer vermehrten Bildung arzneimetabolisierender Enzyme kam. Auch
konnte als Zeichen der vermehrten Bildung von Eliminationsenzymen und Transportprotei-
nen ein Anstieg der LebergroRRe festgestellt werden (Remmer et al., 1963). Enzyminduktion
fuhrt durch Aktivitadtserhéhung des metabolisierenden Enzymsystems zu einem beschleunig-
ten Abbau der induzierenden Substanz wie auch anderer Pharmaka. Die Metabolisie-
rungskapazitat steigt innerhalb weniger Tage rasch und fallt nach Absetzen des Induktors

innerhalb von Tagen bis Wochen auf das urspringliche Niveau wieder ab.

Der molekulare Mechanismus der Enzyminduktion ist heute weitgehend aufgeklart. In der
Regel binden bestimmte Substanzen (einige sind in Tabelle 8 genannt) an zytoplasmatisch
lokalisierte Proteine, so genannte nukledre Transkriptionsfaktoren, die dann in den Zellkern
transloziert werden. Dort binden sie an spezifische DNA-Abschnitte und flihren zu einer ge-

steigerten mMRNA-Bildung und konsekutiv zu einer gesteigerten Enzymbildung.
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Tab. 8: Induktionstypen mit unterschiedlichen molekularen Mechanismen

Induktionstyp Auslésend Zielstruktur Mechanismus
Methylcholanthren Tabakrauch, Omeprazol CYP1A Ah-Rezeptor
Phenobarbital Phenobarbital, Rifampicin CYP2B CAR
Pregnenolon-16-alpha carbonitril Rifampicin, Dexamethason, Car- CYP3A, PXR, RXR
(PCN) bamazepin, Hyperforin CYP2C

Clofibrat Clofibrat CYP4A PPAR

Ah-Rezeptor = Aryl hydrocarbon Rezeptor; CAR = Constitutive androstane receptor; PXR = Pregnane X receptor;
RXR = Retinoid X receptor; PPAR = Peroxisome proliferators activated receptor.

1.1.4.1.1 Induktion von CYP2C9 durch Rifampicin

Die Induktion von CYP2C9 durch Rifampicin wird Uber den Pregnane X Rezeptor (PXR)
vermittelt (Chen et al., 2004). Rifampicin bindet an PXR, ein nuklearer Transkriptionsfaktor,
und aktiviert diesen. Der Rifampicin-PXR-Komplex bildet daraufhin eine heterodimere Struk-
tur mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR), welche dann an bestimmte Zielstrukturen der DNA
bindet und die Transkription von CYP2C9-DNA aktiviert. Das Resultat ist eine gesteigerte
CYP2C9 Proteinbiosynthese.

Neben Rifampicin werden weitere Induktoren des Enzyms CYP2C9 in Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tab. 9: Induktoren des Enzyms CYP2C9 geordnet nach Substanzklassen (http://medicine.iupui.edu/flockhart)

Substanzklasse / Stoff Induktor des Enzyms CYP2C9
Antituberkulotika Rifampicin

Barbiturate Secobarbital

Antikonvulsiva Carbamazepin

Rifampicin wird haufig als Induktor von CYP2C9 verwendet, da es unter den fiir die Induktion
zur Verfiigung stehenden Substanzen (Alternativen siehe Tabelle 9) eine hohe enzymindu-
zierende Potenz hat (Miners und Birkett, 1998) und als die bei weitem vertraglichste Sub-
stanz gilt. Bekannte Nebenwirkungen von Rifampicin sind eine ungefahrliche Verfarbung von
Schweild und Urin, ein grippedhnliches Gefuhl, und eine mogliche Erhdhung der Transami-

nasen.
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Immer wieder wird die Frage gestellt, ob die bekannten Polymorphismen nicht nur die Funk-
tion, sondern auch die Induzierbarkeit des Enzyms beeinflussen. Zudem belegen in-vitro-
und in-vivo-Untersuchungen, dass Polymorphismen, so genannte SNPs, in der Promotorre-
gion von CYP2C9 gefunden worden sind, die mit dem bekannten *3 Allel verknipft und die
Transkriptionsaktivitat zu beeinflussen scheinen (Shintani et al., 2001; Xie et al., 2002). Es ist
denkbar, dass die Enzyminduktion entweder in gleicher Weise die Aktivitat bei Tragern nied-
rig- und hochaktiver Genvarianten erhdht, also wie ein konstanter Faktor wirkt. Es sind aber
auch Wechselwirkungen in der Art denkbar, dass die genetischen Unterschiede durch die
Enzyminduktion nivelliert oder potenziert werden. Beide Hypothesen kénnte man molekular

begriinden, in der vorliegenden Studie soll klinisch geprift werden, was zutrifft.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Studie ist es, die interindividuelle Variabilitdt des Ausmafles der Induktion von
CYP2C9 durch Rifampicin in Abhangigkeit der CYP2C9-Allelvarianten *2 und *3 zu untersu-
chen. Speziell ging es um die Frage, ob sich bei Tragern der unterschiedlichen Genvarianten

die Enzyminduktion in gleicher oder unterschiedlicher Weise auswirkt.

Als phanotypisierende Testsubstanz soll Tolbutamid eingesetzt werden. Als Prototyp eines

Enzyminduktors soll Rifampicin verwendet werden.

Unter den Genvarianten interessierten zwei Varianten, die jeweils zu einem Aminosaureaus-
tausch im Enzym CYP2C9 fuhren, namlich die Variante *2 (Arginin-144-zu-Cystein-

Austausch) und die Variante *3 (Leucin-359-zu-Isoleucin-Austausch).

Daraus resultieren folgende Untersuchungen:
1. Auswirkung der CYP2C9 Allele *2 und *3 auf den Metabolismus von Tolbutamid
2. Auswirkung der Induktion mit Rifampicin auf den Metabolismus von Tolbutamid

3. Auswirkung der Allelvarianten *2 und *3 auf die Induktion mit Rifampicin



Material und Methoden 15

2 Material und Methoden

2.1 Klinische Studie
2.1.1 Studiendesign

Dieser Arbeit liegt eine prospektive, offene, nicht randomisierte humanpharmakologische
Studie zugrunde. Insgesamt sollten an der Studie 150 Probanden (75 mannliche und 75
weibliche) teilnehmen. Alle wurden am ersten Tag hinsichtlich der Pharmakokinetik von Tol-
butamid untersucht, erhielten fir 4 Tage eine Dosis von 450 mg Rifampicin taglich und wur-
den daraufhin 12 Stunden nach letzter Rifampicin-Dosis nochmals pharmakokinetisch cha-

rakterisiert.

Die Studie wurde nach Zustimmung der lokalen Ethikkommission gemaf} den Richtlinien der
,Good Clinical Practice” am Institut fir Klinische Pharmakologie der Charité durchgeflhrt.
Alle teilnehmenden Probandinnen und Probanden wurden Uber die Studie eingehend mind-
lich und schriftlich aufgeklart und gaben ihre schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der
Studie.

2.1.2 Fallzahlabschatzung

Ziel der Fallzahlabschatzung ist es, mindestens einen Langsammetabolisierer der Genoty-
pen *2/*2, *2/*3 oder *3/*3 in der untersuchten Probandengruppe vorweisen zu kénnen. Die
erwartete Haufigkeit dieser Langsammetabolisierer liegt bei etwa 3 %. Um einen genetischen
Polymorphismus, der mit der Haufigkeit 3 % auftritt mit 95 % Wahrscheinlichkeit mindestens
einmal in einer Gruppe Probanden zu finden, ist folgende Fallzahl erforderlich: p" = 0,05. n:
gesuchte Fallzahl; p: Wahrscheinlichkeit, keine Variante zu finden, bei 3 % Haufigkeit ist p =
0.97. n =1n0.05 / In0.98; ergibt n = 98 Probanden.

2.1.3 Probandenauswahl

Probanden, die in die klinische Studie eingeschlossen wurden, mussten Nichtraucher sein
und durften keine koérperlichen oder seelischen Erkrankungen haben. Probandinnen durften
keine oralen Kontrazeptiva einnehmen und nicht schwanger sein. Der BMI sollte zwischen
18 und 25 kg / m? sein, das Alter zwischen 18 und 50 Jahre. Laborchemisch und im EKG
durften keine Auffalligkeiten sein. Es wurden fiir diese Studie nur Personen deutscher Ab-
stammung, um das Risiko systematischer Fehler durch andere, nicht mit CYP2C9 zusam-

menhangende Genpolymorphismen zu reduzieren, eingeschlossen.
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2.1.4 Prufmedikation

An den zwei ersten Studientagen der Phase 1 und 2 wurde jeweils einmal 500 mg Tolbuta-
mid (Rastinon®, Aventis, Frankfurt, Deutschland, Strukturformel siehe Abbildung 3) oral ver-
abreicht. Die Ubliche Dosierung bei Diabetes mellitus betragt 1 g nach dem Frihstlick, die
bei Bedarf auf 2 g erhéht werden kann. Somit liegt die verwendete Dosis unterhalb der Ubli-

chen therapeutischen Dosis.

Abb. 3: Tolbutamid

Zur Enzyminduktion wurde Rifampicin (Rifa®, Griinenthal, Aachen, Deutschland, Struktur-

formel siehe Abbildung 4) Gber 4 Tage zu jeweils 450 mg oral verabreicht.

Abb. 4: Rifampicin
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2.1.5 Diatetische MaRnahmen

Die Probanden miuissen vor und wahrend der Studie eine ,interaktionsarme Diat* halten.
Manche Arzneimittel, aber auch Nahrungsbestandteile beeinflussen — in diesem Fall vor al-
lem induzieren — die Aktivitat oxidativer Enzyme und wirden daher das Studienergebnis sto-
ren. Interaktionsarme Diat bedeutet daher ab einer Woche vor der Studie bei der Ernahrung
auf Gegrilltes, Broccoli, Kohlsorten, Grapefruitsaft und chininhaltige Getranke zu verzichten.
Xanthinhaltige Nahrungsmittel wie Schokolade, Bananen, Kakao, schwarzer oder griiner
Tee, Kaffee oder Cola sollten auf pro Tag maximal 2 Tassen Kaffee oder 2 Bananen oder 50
g Schokolade reduziert werden. Alkoholhaltige Speisen oder Getranke sollten auf maximal
0,5 | Bier oder 200 ml Wein beschrankt werden. Medikamente wie Heiltees oder Heilkrauter
(z.B. Johanniskrauttee) waren ganzlich untersagt. Ab 24 Stunden vor und bis 48 Stunden
nach Tolbutamideinnahme wurde der Proband angehalten, vollstdndig auf xanthinhaltige
Nahrungsmittel sowie auf alkoholhaltige Speisen und Getranke zu verzichten. Die Proban-
den sollten an den Tagen der Testsubstanzeinnahme von 22 Uhr des Vortages an nlchtern

sein.
2.1.6 Versuchsdurchfuhrung und Studienablauf

Die Studie gliedert sich in 2 Phasen. In Phase 1 wird die individuelle Tolbutamidkinetik ohne
Induktor, in Phase 2 unter Induktion mit Rifampicin untersucht. Die Belastung der Probandin-
nen und Probanden bestand in einer zweimaligen Verabreichung einer Testdosis von 500
mg Tolbutamid oral, einmal in Phase 1 und einmal in Phase 2 und anschlielend jeweils 7
Blutabnahmen. Die Kinetikmessung erfolgte an den beiden Studientagen Uber 48 Stunden.
Nach einer Nuchternblutabnahme wurde die Testsubstanz Tolbutamid verabreicht und es
folgten Blutabnahmen a 9 ml in einem EDTA-R&hrchen nach folgendem Zeitschema: 0; 0,5;
2; 4; 8; 24; und 48 Stunden. Um hypoglykdmischen Reaktionen entgegenzuwirken wurden
den Probanden nach 0,5 sowie 2 Stunden 200 ml Apfelsaft (Glukose 10 %) gereicht. Um
hypoglykdmische Entgleisungen zu erkennen wurde nach den ersten 4 Blutabnahmen die
Blutzuckerkonzentration mit einem BZ-Messgerat (Accutrend Sensor, Hestia Pharma GmbH
Mannheim, Deutschland) gemessen. Nach der 4. Blutabnahme wurde ein standardisiertes
Mittagessen nach diatetischen Vorschriften den Probanden gereicht. Von da an durfte unter
Berilicksichtigung der ,interaktionsarmen Diat“ Nahrung zu sich genommen werden. Der Urin
wurde bis zur Blutabnahme nach 8 und dann noch bis zur 24-h-Abnahme gesammelt. Der
Studientag in Phase 2 verlief wie in Phase 1 mit der Ausnahme, dass der Proband 4 Tage
vor dem 2. Studientag jeweils abends 450 mg Rifampicin oral einnehmen musste. Tabelle 10

gibt den Studienablauf der beiden Studientage wieder.
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Tab. 10: Ablauf der Studientage

Pra | Oh 05h 2h 4 h 8h 24h 48h

Durchgehende Prasenz auf Station

Keine Nahrung / Getranke aul’er Wasser | -8 h

200 ml Apfelsaft (Glc 10 %) A A

Standardisiertes Mittagessen auf Station A

Nahrung / Getréanke ohne Einschrankung

Blutabnahme fiir Kinetik (9 ml) A A A A A A A

Blutzuckertest A A A

Urinsammelperioden 8-24 h

Blutzuckertest jeweils nach der Blutentnahme. Standardisiertes Mittagessen auf Station sowie Nahrung / Getran-
ke ohne Einschrankung im Rahmen der interaktionsarmen Diat. Glc: Glukosekonzentration. h: Zeit in Stunden.

2.1.7 Weiterverarbeitung und Aufarbeitung der Proben zur Messung der Medika-

mentenplasmakonzentration

Die fir die Medikamentenspiegelbestimmung (EDTA-Rdhrchen) vorgesehenen Blutproben
wurden unmittelbar nach der Abnahme 10 min bei 5000 U / min zentrifugiert. Das so gewon-
nene Blutplasma wurde in Falconréhrchen Uberfuhrt und bis zur Weiterverarbeitung bei
— 20°C gelagert. Fir die Messung der Tolbutamidmetaboliten aus dem gesammelten Urin
wurden jeweils 20 ml Urin in Falconréhrchen tberfihrt und bei — 20°C bis zur Weiterverarbei-

tung gelagert.
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2.2 Genotypisierung

Zur DNA-Extraktion wurden pro Proband etwa 5 ml vendses Blut einer aufgetauten EDTA-

Monovette bendtigt. Die DNA wurde dann aus den kernhaltigen Leukozyten gewonnen.

2.2.1 Erythrozytenlyse

Mindestens 3 ml aufgetautes Vollblut wurde mit 35 ml Ery-Lyse-Puffer versetzt und kurz ge-
mischt. Durch diesen Vorgang werden die kern- und DNA-losen Erythrozyten zerstort, wah-
rend kernhaltige Blutbestandteile aufgrund ihrer hoheren Membranstabilitat intakt bleiben.
Um das DNA-haltige Zellsediment zu isolieren und fur die DNA-Extraktion vorzubereiten,
wurden die Proben anschlieRend fiir 30 min bei 2000 U / min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und nach Zugabe von 1,5 ml TEN-Puffer (bestehend aus Tris / HCI, EDTA und
NaCl) bei — 20°C eingefroren.

2.2.2 DNA-Extraktion

In einem zweiten Schritt konnte die in den Leukozyten enthaltene DNA mithilfe des Phenol-
Chloroform-Verfahrens extrahiert werden. Hierzu mussten zu Anfang die Zellsedimente mit
1,5 ml Lyse-Puffer und 100 ul Proteinase-K-Losung bei 37°C fur 12 h verdaut werden. Zur
Ausfallung der Proteine versetzte man das Reagens mit 1,5 ml einer Phenol- / Chloroform-
Lésung und zentrifugierte es. Zur Eliminierung verbliebener Lipidbestandteile wurde im
Rahmen der Chloroform-Nachextraktion die obere wassrige Phase abpipettiert und noch-
mals mit 1,5 ml Chloroform versetzt und zentrifugiert. Danach folgte die DNA-Prazipitation. 2
ml des Uberstandes wurden mit 6 ml 96 %-igem Ethanol und 100 ul 3 M Natriumacetat (pH
5,5) Uberpipettiert und zentrifugiert, woraufhin die ausgefallte DNA schlieRRlich am Boden des
GefaRes haftete. Der Uberstand wurde abgegossen. Die DNA wurde durch Zugabe von 3 ml
70 %-igem Ethanol gewaschen und wiederum zentrifugiert. Nachdem der dabei entstehende
Uberstand abgegossen worden war, wurden die Proben fiir 30 min auf dem Kopf stehend auf
Zellstoffpapier gestellt, so dass der verbliebene Alkohol abtropfen und verdunsten konnte.
AbschlieBend wurde die DNA in TEN-Puffer (10 mM Tris-Puffer / 1 mM EDTA, pH 8) aufge-

I6st bei 4°C bis zur PCR in sterilen Reaktionsgefafien aufbewahrt.
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2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR handelt es sich um eine In-vitro-Technik, die eine Vervielfaltigung von spezifi-
schen DNA-Sequenzen in zellfreien Milieu ermoglicht und diese somit flir weitere Analyse-
verfahren zuganglich macht. Zur Durchfihrung einer PCR wird in einem ,Thermocycler®, der
die vollautomatische Steuerung von Temperaturzyklen gewahrleistet, eine Reaktionspuffer-
I6sung mit folgenden Stoffen gegeben: eine geringe Menge doppelstrangige DNA, eine hit-
zestabile DNA-Polymerase (sog. Tag-Polymerase), die bei Temperaturen von 90-95°C nicht
denaturiert, Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sowie zwei syn-
thetische Oligonukleotid-Primer, die zu Sequenzen beiderseits des DNA-Abschnittes, den
man vervielfaltigen mdéchte, komplementar sind. Das Prinzip Iasst sich vereinfacht in 3 Schrit-
te einteilen. Im ersten Schritt werden beide Strange der DNA durch Temperaturerhéhung auf
94°C getrennt (Denaturierung). Nach Abkuhlung auf 57-60°C binden die Primer im zweiten
Schritt an die komplementaren Stellen der nun einstrangigen DNA-Matrize (Hybridisierung).
Im dritten Schritt erfolgt bei einer fiir die Funktion der DNA-Polymerase optimalen Reaktions-
temperatur die Verlangerung der Primer und die Synthese komplementarer DNA-Sequenzen
(DNA-Synthese). Am Ende dieses Zyklus, der etwa 5 Minuten dauert, liegen 2 neu syntheti-
sierte Doppelstrange vor, die zunachst noch keine definierte Lange haben. Da sie aber im
nachsten Zyklus selbst als Matrize dienen und an ihren Enden die Oligonukleotidsequenz
der Primer tragen, entstehen ab dem dritten Durchlauf nur noch Amplifikate gewlnschter
Lange. Ab dem vierten Durchlauf erfolgt eine exponentielle Amplifizierung der Zielsequenz.
Nach {ber 30 Durchlaufen liegt die DNA theoretisch 2°° — mal vor. Der Vorteil an dieser Syn-
thesemethode ist, dass die Tag-Polymerase hitzestabil ist und somit die aufeinander folgen-
den Denaturierungs- und Hybridisierungsschritte einander abwechseln kénnen, ohne dass

zwischendurch neues Enzym beigefluigt werden muss.
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2.2.4 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)

Die so entstandenen amplifizierten DNA-Stiicke werden zum Zweck der RFLP-Analyse mit
Restriktionsendonukleasen verdaut. Dies sind Enzyme, die die DNA sequenzspezifisch
schneiden und somit in der Regel DNA-Fragmente ahnlicher Lange produzieren. Es kédnnen
jedoch individuelle Unterschiede in der Nucleotid-Sequenz Schnittstellen von Restriktionsen-
donukleasen betreffen, so dass alle Genombereiche in unterschiedliche Fragmente zerlegt
werden. Das Vorliegen unterschiedlich langer DNA-Fragmente nach einem Verdau durch
Restriktionsenzyme wird als Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus bezeichnet. Die
vervielfaltigte und geschnittene DNA kann im nachsten Schritt durch eine Agarosegele-
lektrophorese untersucht werden. Die Fragmente wandern abhangig von ihrer Grélie unter-
schiedlich schnell durch die netzahnlichen Polysaccharidstrukturen des Agarosegels und
werden schlieBlich durch intercalierende Farbstoffe wie Ethidumbromid sichtbar gemacht.
Dieses Verfahren dient der gezielten Suche bekannter Mutationen mithilfe sequenzspezifi-
scher Enzyme, wie beispielsweise der dieser Arbeit zugrunde liegenden CYP2C9-

Polymorphismen.

2.2.5 Bestimmung des CYP2C9-Allels durch PCR-RFLP-Tests

Die Bestimmung der Allele 2 und 3 sowie des Wildtypallels erfolgte nach der von Sullivan-
Klose et al., 1996 beschriebenen Methode. Hierzu wird 1 ul genomischer DNA jeweils 25 pl
des in Tabelle 11 beschriebenen Mastermix zugesetzt, um eine gezielte Amplifizierung der 2
DNA-Segmente, die die beiden Punktmutationen enthalten, zu erhalten. Mittels gele-
lektrophoretischer Auftrennung in einem Agarosegel (1 %, 30 min., 120 V) erfolgte die Kon-
trolle der PCR-Produkte. Zur Verwendung kam einen Protrans-Kammer. Im Fall von
CYP2C9*2 wurde eine 372 bp, im Fall von CYP2C9*3 eine 137 bp lange Bande erwartet. Im
Erfolgsfall wurden die entstandenen 2 Typen von DNA-Fragmenten mit einem Enzym-
mastermix versetzt und Gber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Zur Auswertung in der E-
lektrophorese wird die Probe nach Zugabe von 10 ul Bromphenolblaupuffer auf 3,5 % Aga-
rosegel aufgetragen und fiir 60 min bei 100 Volt aufgetrennt (Sullivan-Klose et al., 1996). Die
entstehenden Restriktionsmuster fiir die unterschiedlichen Genotypen kénnen dann abgele-
sen und zu Dokumentationszwecken fotografiert werden. Sie sind im Detail in Tabelle 11 auf

der folgenden Seite dargestellt.
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Tab. 11: Durchfiihrung und Ergebnisse von PCR-RFLP und Gelelektrophorese

CYP2C9*2 (Arg144Cys)

CYP2C9*3 (lle359Leu)

PCR-Mastermix

Cycler

Restriktionsenzym

Enzymmastermix

Genotyp
Codierung

Muster (bp)

10 x Perkin Elmer Puffer 2,5 ml
MgCl; (25 mM) 1,5 ml

DNTPs (2 mM) 2,5 ml

H2O (steril, bidest) 17,35 ml

Primer 2CL1 (10 mM) 0,5 ml

(5-
CACTGGCTGAAAGAGCTAACA
GAG

-3Y)

Primer 2CR1 (10 mM) 0,5 ml

(5-
GTGATATGGAGTAGGGTCACC

CAC
-3)

AmpliTaq Polymerase 0,15 ml

2 min 94°C - 35 x (30 s 94°C-10
s 60°C-1 min 72°C) -7 min 72°C-
4°C

Sau 96l

7 ml bidest. Wasser

2 ml Puffer (Neb4, Fa. New Eng-
land Biolabs)

1 ml Sau 96l

*1/*1 *1/*2 *2/*2

0 1 2
253 253

179 179

119 119 119

74 74

10 x Perkin Elmer Puffer 2,5 ml
MgCl; (25 mM) 1,5 mli

DNTPs (2 mM) 2,5 ml

H>O (steril, bidest) 17,35 ml
FSrimer C5 (10 mM) 0,5 ml

AGGAAGAGATTGAACGTGTGA
-3%)

Primer 2C9-6A (10 mM) 0,5 ml

(5-
TGCATGGGGCAGGCTGGTGGGGAG
AAGGTCAA

-3%)

AmpliTaq Polymerase 0,15 ml

2 min 94°C -35 x (30 s 94°C-10 s 57°C-
40 s 72°C) -7 min 72°C-4°C

Styl

6,5 ml bidest. Wasser

2 ml Puffer (Neb4, Fa. New England
Biolabs)

1,5 ml Styl
*1/*1 *1/*3 *3/*3
0 1 2
137 137
104 104
33 33
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2.3 Bestimmung der Medikamentenkonzentration mittels High Performance
Liquid Chromatography (HPLC)

2.3.1 Prinzip der Bestimmung von Medikamentenkonzentrationen mittels HPLC-

Analyse

2.3.1.1 Extraktion

Der eigentlichen Konzentrationsbestimmung wird die Extraktion der Substanz aus den Plas-
maproben vorangestellt. Diese dient der Vorreinigung und Anreicherung und fuhrt somit zu
einer vereinfachten Detektion in der folgenden Chromatographie. Der Probe wird in der Re-
gel ein Interner Standard (IS) zugesetzt. Hierbei handelt es sich um eine bekannte Menge
einer Substanz, die dem zu untersuchenden Stoff chemisch verwandt ist und mit deren Hilfe

mogliche Verluste wahrend der Extraktion relativiert werden.
2.3.1.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt anhand einer Kalibrierkurve, die durch Analyse von
definierten Kalibrierstandards erstellt wird. Hierzu werden bei jeder Messung die Konzentra-
tionen einer ausreichenden Anzahl von Eichproben bestimmt, sie umfassen den zu erwar-
tenden Konzentrationsbereich der Probe. Nach Analyse werden die Quotienten der Peakho-
hen des Analyten und des Internen Standards gebildet (Analyt / IS) um eventuelle Verluste
wahrend der Extraktion auszugleichen. Die Berechnung der Kalibrierkurve erfolgt dann mit-
tels linearer Regression der Peakflachenquotienten der Kalibrierstandards gegen die Kon-

zentration.
2.3.1.3 Durchflihrung der HPLC

Zur Bestimmung der Plasmamedikamentenkonzentrationen wurde die Methode der Hoch-
leistungs-Flissigkeits-Chromatographie (High Performance Liquid Chromatography) durch-
gefuhrt, welche sich durch hohe Trennleistung und Empfindlichkeit, hohe Kapazitat und
schnelle Durchflihrbarkeit auszeichnet. Das ihr zugrunde liegende Prinzip sind die Vertei-
lungs- und Adsorptionschromatographie, bei der sich Stoffe aufgrund unterschiedlicher Affini-
tat zu zwei nicht miteinander mischbaren flissigen Phasen zwischen diesen verteilen. Eine
der Phasen, die stationare Phase, ist an einen festen Trager gebunden. Hier fliel die ande-
re, mobile Phase entlang. Im Fall der so genannten RPLC (Reversed Phase Liquid Chroma-
tography) besteht die stationare Phase aus Kieselgelteilchen, an die hydrophobe Substan-
zen kovalent gebunden sind, und die mobile Phase aus einer pufferhaltigen wassrigen

Lésung, die mit einem hydrophilen organischen Losungsmittel gemischt ist.
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Die Trennung eines Stoffgemischs durch die HPLC kommt dadurch zustande, dass die ver-
schiedenen in der mobilen Phase geldsten Komponenten, je nach ihrer Affinitat zur stationa-
ren Phase, langsamer als das Losungsmittel durch die Saule wandern und sich somit ab-
hangig von ihren hydrophoben Eigenschaften auftrennen. Die einzelnen Stoffe werden
abschlieliend mittels eines nach dem Prinzip der Absorptionsfotometrie messenden UV-
Durchflussdetektors bestimmt. Hierbei wird die Intensitatsabschwachung (Extinktion) eines
die Probe durchlaufenden Lichtstrahls gemessen, woraus ihre molare Konzentration be-
stimmt werden kann. Bei diesem Schritt wird auf die oben beschriebene Kalibrierkurve zu-
ruckgegriffen. Aus den normierten Messwerten der zu bestimmenden Proben lassen sich
nun anhand der erhaltenen Regressionsparameter die unbekannten Konzentrationen ermit-

teln.

2.3.2 Quantifizierung von Tolbutamid und seinen Metaboliten Hydroxytolbutamid

und Carboxytolbutamid mittels HPLC-Anlage

2.3.2.1 Herstellung verschiedener bendétigter Loésungen, Kalibrierstandards und Qualitats-

kontrollproben

Stammliésung Tolbutamid: 100 mg Tolbutamid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
wurden in einem Glasgefald mit 100 ml Methanol (E. Merck, Darmstadt, Deutschland) ver-

setzt.

Stammlésung Hydroxytolbutamid: 5 mg Hydroxytolbutamid (Ultrafine, Manchester, Eng-

land) wurden in einem Glasgefall mit 1 ml Methanol versetzt.

Stammliésung Carboxytolbutamid: 5 mg Carboxytolbutamid (Ultrafine, Manchester, Eng-

land) wurden in einem Glasgefall mit 1 ml Methanol versetzt.

Arbeitslésung Hydroxytolbutamid: 10 ul der Hydroxytolbutamid-Stammldésung wurden in

einem Glasgefald mit 990 ul Methanol versetzt (entspricht 10 ul / ml).

Arbeitslosung Carboxytolbutamid: 10 ul der Carboxytolbutamid-Stammlésung wurden in

einem Glasgefall mit 990 ul Methanol versetzt (entspricht 10 ul / ml).

Interne Standardlésung: 10 mg Phenytoin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wur-

den in einem Glasgefall mit 50 ml Methanol versetzt.

Laufmittel (Mobile Phase): 250 ml Methanol wurden in einem Glasgefald mit 750 ml Essig-

saure (0,05 % E. Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt.
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Es wurden 6 Kalibrierstandards (inklusive Nullplasma) und 5 Qualitatskontrollproben im nied-
rigen, mittleren und hdéheren Bereich verwendet. Dazu wurden die jeweiligen Volumina der
Tolbutamid-Stammlésung und der Hydroxytolbutamid- bzw. Carboxytolbutamid-
Arbeitsldsung in 5 ml Glasgefalle gegeben und unter Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt.
Die Proben wurden anschlieRend mit Leerplasma versetzt und 10 min gemischt. Die Kalib-

rierstandards und Qualitatskontrollproben wurden bis zur Analyse bei — 20°C gelagert.
2.3.2.2 Erstellung der Kalibrationskurve

Zur Erstellung der Kalibrationskurve wurden 6 Kalibrierstandards verwendet. Die Berech-
nung der Kalibrationskurve erfolgte nach linearer Regression der Peakhdhenquotienten
(Analyt / Interner Standard) gegen die Konzentration. Die Konzentrationen der Kalibrierstan-
dards fur Hydroxy- und Carboxytolbutamid betrugen 0; 0,25; 0,5; 1,0; 2.5 und 5.0 ug / ml; fur
Tolbutamid 0; 5,0; 10,0; 30,0; 50,0 und 70,0 pug / ml.

2.3.2.3 Extraktion der Substanzen

Es wurden jeweils 50 ul Plasma, 5 ul der Arbeitsldsung des internen Standards und 10 ul 0,1
N HCI-Lésung in ein 10 ml Glasgefal® gegeben, gemischt und anschlieRend 1 ml Dichlor-
methan hinzu pipettiert. Die Proben wurden 20 sec auf dem Uberkopfschiittler extrahiert und
anschlieBend 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der wassrige Uberstand wurde abgesaugt,
die organische Phase isoliert und unter Stickstoffstrom bei 40°C zur Trockne eingeengt. Die
Extrakte wurden daraufhin in jeweils 150 ul Laufmittel geldst, in HPLC-Injektionsgefalie Uber-

fuhrt und ein Aliquot von 10 pl injiziert.
2.3.2.4 Durchfuhrung und Qualitatskontrolle der HPLC-Analyse

Die Proben wurden in einer reversed-phase-Chromatographie“ analysiert, d.h., die Chroma-

tographie erfolgte auf einer hydrophob beschichteten Kieselgelsaule.

Tab. 12: HPLC-Anlage (Shimadzu, Duisburg)

Pumpe Flussrate von 0,7 ml / min
Injektor Injektionsvolumen von 10 pl
Temperatur 60°C

Detektor UV 280 nm

Laufzeit 20 min
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Die Konzentrationsermittlung erfolgte durch Berechnung der Kalibrationskurve nach linearer
Regression der Peakhohenquotienten (Analyt / Interner Standard) gegen die Konzentration.
Mit dem Reziprokwert der erhaltenen Steigung der Kalibrationsgeraden wurden die Konzent-
rationen der Probandenproben ermittelt. Zur Akzeptanz der gewonnenen Ergebnisse wurde
die Analyse durch validierte Qualitatskontrollproben kontrolliert, die randomisiert in die Studie
eingestreut wurden. Es wurden mindestens drei validierte Qualitatskontrollproben eingesetzt,
deren Konzentration jeweils 5-mal gemessen wurde. Ein Analysenverlauf galt als validiert,
wenn die Qualitdtskontrollproben innerhalb der festgelegten Akzeptanzgrenzen
lagen (£ 15 %).

Unter Bestimmungsgrenze versteht man die niedrigste Konzentration eines Analyten in einer
Probe, die noch mit einer bestimmten Richtigkeit und Prazision bestimmt werden kann
(x 20 %). Die Bestimmungsgrenzen wurden anhand der Rekalkulierung von Kalibrierstan-
dards und Kontrollen ermittelt. Sie lag flr Tolbutamid bei der Analyse von 50 ul Plasma bei

2,0 ug / ml fir Hydroxy- und Carboxytolbutamid jeweils bei 0,1 ug / ml.

Tab. 13: Rekalkulation der Kalibrierstandards zur Ermittlung der Bestimmungsgrenzen

Tolbutamid
C (ug/ ml) MW SD VK (%) AR (%)
5.0 4.76 0.36 7.5 95.1
10.0 9.45 0.65 6.8 94.6
30.0 29.76 1.50 5.1 99.2
50.0 49.32 2.21 4. 98.6
70.0 70.64 1.86 2.6 100.9

Hydroxytolbutamid

C (ng / ml) MW SD VK (%) AR (%)
0.25 0.24 0.01 6.1 97.9
0.50 0.45 0.03 6.5 89.2
1.00 1.01 0.06 5.9 100.8
2.50 2.47 0.08 34 98.7

5.00 5.02 0.05 0.9 100.4
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Carboxytolbutamid

C (ng / ml) MW SD VK (%) AR (%)
0.25 0.27 0.03 125 106.5
0.50 0.52 0.02 438 104.4
1.00 1.04 0.09 8.3 103.6
2.50 2.60 0.24 9.4 103.9
5.00 4.95 0.11 2.3 98.9

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; AR = analytische Richtigkeit

Das HPLC-System arbeitet spezifisch, wenn es in der Lage ist, die zu bestimmenden Sub-
stanzen ohne Verfalschung durch andere in der Probe enthaltenen Komponenten zu erfas-
sen. Die Qualitat des HPLC-Systems wurde taglich durch die verantwortlichen Analytiker
geprift. Verschiedene humane Leerplasmaproben wurden hinsichtlich der Abwesenheit von

Stérsubstanzen vor den eigentlichen Analysen getestet.

Bei Analyse von 50 pul Plasma wurde fur Tolbutamid im Bereich von 0-70 pg / ml und far die
Metabolite im Bereich von 0-5,0 ug / ml eine Linearitat der Kalibrierfunktion festgestellt. Alle

Korrelationskoeffizienten waren = 0,99.

Die Prazision ist ein Malf} fiir die Reproduzierbarkeit von Analysenergebnissen bei wiederhol-
ter Durchflhrung einer analytischen Methode unter genau gleichen Bedingungen. Man un-
terscheidet die Intra-assay-Varianz von der Inter-assay-Varianz. Die Intra-assay-Varianz wird
durch mehrfache Messung der Qualitatskontrollproben (QC) im Laufe eines Tages bestimmt,
wahrend die Inter-assay-Varianz durch Auswertung der Qualitatskontrollproben (QC) Uber

einen Zeitraum von mehreren Tagen berechnet wird.

Tab. 14: Tolbutamid / Inter-assay-Varianz

QC 3.0 ug/ mil QC 6.0 ug / ml QC 20.0 pg / mi QC 60.0 pg / ml
Mw 2.86 5.76 19.99 58.87
SD 0.20 0.29 0.96 517
VK (%) 7.0 5.1 48 8.8
AR (%) 95.4 95.9 99.9 98.1

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; AR = analytische Richtigkeit
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Tab. 15: Hydroxytolbutamid / Inter-assay-Varianz

QC 0.1 pg/ ml QC 0.4 ug / ml QC1.5pug/ ml QC 4.0 ug / ml
Mw 0.10 0.39 1.51 3.92
sD 0.01 0.02 0.05 0.31
VK (%) 1.3 4.2 3.1 7.9
AR (%) 97.2 97.7 100.7 97.9

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; AR = analytische Richtigkeit

Tab. 16: Caboxytolbutamid / Inter-assay-Varianz

QC 0.1 ug/ ml QC 0.4 ug / ml QC 1.5 pug/ ml QC 4.0 ug / ml
Mw 0.12 0.41 1.44 4.00
sD 0.02 0.05 0.10 0.46
VK (%) 17.7 14.4 7.2 11.4
AR (%) 115.8 101.4 95.8 100.1

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; AR = analytische Richtigkeit

2.4 Analyse der Messdaten und Statistik
2.4.1 Pharmakokinetische Begriffe und Parameter

Die einzelnen Messwerte der Blutkonzentrationen von Tolbutamid und seiner Metaboliten
wurden in so genannten pharmakokinetischen Parametern zusammengefasst. Einer dieser
Parameter, der besonders zur Charakterisierung der Pharmakokinetik nach oraler Dosierung
hilfreich ist, ist die AUC (area under the curve = Flache unter der Kurve). Die AUC dient als
MessgrofRe fur das Ausmal der Bioverfugbarkeit und fur das Ausmald der Exposition des
Menschen mit dem Medikament. Tragt man nach Medikamentenapplikation gemessene
Plasmakonzentration gegen die Zeit auf, so bezeichnet man die Flache unter der resultie-
renden Kurve als AUC. Anders ausgedrickt stellt die AUC das Integral der Konzentrationen
Uber die Zeit dar. Naherungsweise wird die AUC nach der Trapezregel bestimmt, wobei vom
letzten Messzeitpunkt die Restflache im Regelfall entsprechend dem Konzentrationsabfall
der gegen Ende gemessenen Konzentrationen gegen unendlich extrapoliert wird. Dies setzt
jedoch voraus, dass die Plasmakonzentrationen ausreichend lang verfolgt wurden, um mit

hinreichender Prazision extrapoliert zu kdnnen.
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Aus der AUC kann die totale Clearance eines Medikamentes berechnet werden. Die totale
Clearance ist ein geeigneter Parameter zur Charakterisierung und Quantifizierung der Elimi-
nationsprozesse. Sie beschreibt die Moglichkeit des Korpers und seiner Eliminationsorgane,
ein bestimmtes Volumen Blut pro Zeiteinheit von einem Arzneistoff zu befreien, d.h. durch
Metabolismus und / oder Exkretion eine verabreichte Substanz aus dem Koérper zu eliminie-

ren. Sie berechnet sich wie folgt: Cl = Dosis / AUC.

Diese Beziehung gilt fur die intravendse Dosierung. Bei oraler Medikamentengabe kann nur
die orale Clearance CI / F (Clearance dividiert durch Bioverfligbarkeit) berechnet werden,
welche neben der systemischen Clearence auch mdgliche prasystemische Clearanceanteile

einschlie3t und von der haufig unbekannten Resorptionsquote abhangt.

Die Clearance ist additiv, d.h. sie setzt sich aus den Clearanceanteilen der jeweils an der

Elimination beteiligten Organe oder Enzyme zusammen.

Wahrend sich in der AUC ausschlieBlich der Umfang der Bioverfiigbarkeit niederschlagt, wird
zur Quantifizierung ihrer Geschwindigkeit der Absorption und Elimination weitere Zielgré3en
gemessen. Hierzu dienen die Spitzenkonzentration C.,.x nach Einmalapplikation sowie der
Zeitpunkt tn.x des Erreichens dieser Spitzenkonzentration. Die Hohe von C ist flr die er-
reichbare therapeutische Wirkung und die Haufigkeit bzw. Intensitat unerwinschter Neben-

wirkungen von Bedeutung.

Weitere zur Charakterisierung von Medikamenten verwendete Parameter sind das Vertei-

lungsvolumen (V) und die Halbwertzeit (t1/).

Das Verteilungsvolumen bezeichnet anschaulich das Volumen, in dem sich ein Medikament
verteilt. Da sich die meisten Medikamente aber im Kérper nicht gleichmafig verteilen, ist
eine andere, rein rechnerische Definition des Verteilungsvolumens in der Regel deutlicher.
So wird das Verteilungsvolumen als Quotient aus Dosis und Blutkonzentration berechnet,
wobei wiederum wie schon bei der Clearance dies bei oraler Dosierung nur in Abhangigkeit
von der Bioverfligbarkeit, also als V / F angegeben werden kann und eine genaue Bestim-

mung des Verteilungsvolumens eine intravendse Dosierung erfordert.

Die Halbwertzeit bezeichnet die Zeit, in der die Konzentration eines Medikamentes auf die
Halfte gesunken ist. Die Halbwertzeit ist nur eindeutig definiert flr diejenigen Medikamente,
bei denen ein so genanntes Ein-Kompartment-Modell vorliegt. Sofern 2- oder 3-

Kompartment-Modelle vorliegen, gibt es mehrere Halbwertszeiten.
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2.4.2 Bestimmung pharmakokinetischer Parameter

Die Ergebnisse der Plasmakonzentrationsmessungen wurden durch nonparametrische
pharmakokinetische Methoden mittels des Programms WinNonlin™ (Version 1,5, 1997
Scientific Consulting Inc., NC, USA) analysiert. Die AUCs wurden nach der Trapezregel mit
Extrapolierung gegen unendlich bestimmt und die Clearance nach oben beschriebener For-
mel aus der oralen Dosis und den AUCs berechnet. Die orale Clearance ist der Quotient aus
der metabolischen Clearance und der Bioverfugbarkeit. Als die jeweilige Cn.x wurde die

hdchste gemessene Plasmakonzentration einer einzelnen Kinetik gewertet.

2.4.3 Statistische Analysen

Zur Feststellung signifikanter Unterschiede hinsichtlich pharmakokinetischer Eigenschaften
in Bezug auf die einzelnen Genotypen wurde der Trendtest nach Jonckheere-Terpstra ver-
wendet. Die Reihenfolge zur statistischen Testung von AUC, C.x, und der Clearance wurde
entsprechend der Anzahl aktiver Allele wie folgt festgelegt:
CYP2C9*3/*3>*3/*2>*3/*1>*2/*2>*2/*1>*1/*1. Dabei ist es flir den P-Wert gleichgliltig, ob die
Werte in der genannten Reihenfolge steigen oder Fallen; bei der Clearance wiirde man er-

warten, dass diese in der oben genannten Reihenfolge steigt.

Fur den Vergleich der pharmakokinetischen Parameter vor und nach Enzyminduktion wurde

der nichtparametrische Wilcoxon-Test flir gepaarte Stichproben verwendet.

Die Analyse der Haufigkeitsverteilung der detektierten CYP2C9-Allele erfolgte mittels Chi*-
Test.

Statistische Berechnungen und Grafiken wurden mit der Software SPSS (Version 12, SPSS
Inc., Chicago, IlI, USA) durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Charakteristika der Probandenkohorte

Die ausgewahlte und ausgewertete Population bestand aus 130 Kaukasiern deutscher Ab-
stammung, davon waren 36 weiblichen und 94 mannlichen Geschlechts (74 % mannliche zu
26 % weibliche).

Das mittlere Alter betrug 29 + 9 Jahre bei einem mittleren BMI (Body Mass Index kg / m?)
von 22,8 + 2,1 (Mittelwert £ Standardabweichung). Zwischen den BMIs der einzelnen Geno-

typengruppen bestand kein signifikanter Unterschied.

Die Testmedikation wurde von allen Probanden gut vertragen. Nach Eingangsuntersuchung
der Probanden konnten alle Probanden, welche die Kriterien erfiillten, an der Studie teilneh-
men. Kein Proband wurde aufgrund Nichteinhaltens der Studienordnung von der Studie aus-
geschlossen, allerdings haben einige Probanden (n = 11) aus eigener Entscheidung (Zeit-
grinde) die Studie nach dem ersten Studientag abgebrochen. In Tabelle 17 sind die

Probanden nach ihrem CYP2C9-Genotyp angegeben.

Tab. 17: Haufigkeit der CYP2C9-Genotypen und mittlerer BMI (kg / m?) mit Standardabweichung (SA) unter n
Probanden

CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 Cyp2C9 CYP2C9 CYP2C9 Gesamt

*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3
Anzahl 86 21 16 0 4 3 130
Prozent (%) 67 16 12 0 3 2 100
BMI(kg/m?’) 229(0,2) 23,8(0,3) 21,9(05) 0 229(1,0) 22,6 (1,1) 22,8(2,1)

Bei Auswertung der Allelfrequenz (Tabelle 18) kam das Allel *1 mit 80,3 % am haufigsten
vor. Das *2 Allel folgte mit 10,7 % und das *3 Allel mit 8,8 %. Bis auf das *3 Allel zeigten die
Allelhdufigkeiten keinen signifikanten Unterschied verglichen mit der kaukasischen Normal-

bevoélkerung anhand der Werte nach Lee et al., 2002 im Chi-Quadrat-Test.
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Tab. 18: CYP2C9-Allelfrequenz der Probanden

Allel n = 260 Frequenz (%) Chi-Quadrat '
* 209 80,4 0,2

*2 28 10,8 0,4

*3 23 8,8 0,003

n berechnet sich aus der Gesamtzahl der detektierten Allele; ' zur Berechnung des Chi-Quadrat-Tests wurde die
in dieser Arbeit beobachtete Allelhaufigkeit mit der der kaukasichen Normalbevélkerung verglichen anhand der
Werte von Lee et al., 2002.

3.1.1 Einfluss von Korpergewicht und Geschlecht auf den CYP2C9-Metabolismus

Neben den jeweiligen CYP2C9-Genotypen spielt das Koérpergewicht der Probanden eine
grol’e Rolle als Pradiktor der Clearance. Mit steigendem Koérpergewicht der Probanden
nahm die totale orale Clearance zu (p < 0,01). Unter der Induktion mit Rifampicin konnte die-

ser Zusammenhang erneut signifikant (p < 0,01) nachgewiesen werden.

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen totaler oraler Clearance
und dem jeweiligen Geschlecht der Probanden vor Induktion (p = 0,005) wie auch nach In-
duktion (p = 0,008). Probandinnen (BMI 22,0 + 0,4 kg / m? Mittelwert + Standardabwei-
chung) zeigten insgesamt und im Vergleich zu Probanden nach Genotypen aufgeschlisselt,
niedrigere Clearances als mannliche Probanden (BMI 23,2 + 0,1 kg / m?; Mittelwert + Stan-
dardabweichung). Dieser Zusammenhang war nicht signifikant, nachdem die totale orale

Clearance auf das Kdrpergewicht von 75 kg adjustiert wurde.
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3.2 Ergebnisse fiir Tolbutamid

In Tabelle 19 sind die Mittelwerte und die entsprechenden Standardabweichungen der Pa-
rameter Cmax, AUC 0.y und orale Clearance vor und nach Induktion mit Rifampicin der ver-
schiedenen CYP2C9-Genotypen dargestellt. In Abbildung 5 ist die orale Clearance von Tol-
butamid in Abhangigkeit der CYP2C9-Genotypen dargestellt.

3.2.1 Pharmakokinetik von Tolbutamid vor Induktion

Trager des Genotypen CYP2C9*3/*3 wiesen die niedrigste orale Clearance mit 2,2 £+ 0,6 mL
/ min (Mittelwert + Standardabweichung) im Vergleich zu Tragern des Wildtyp-Genotypen
CYP2C9*1/*1 mit 13,0 £ 3,2 mL / min auf. Somit lag eine im Mittel 6-fach niedrigere orale
Clearance bei Tragern homozygoter CYP2C9*3 Allele vor als bei Wildtyp-Trager bei der Ein-
zeldosis von 500 mg Tolbutamid. Die heterozygoten Trager des *3 Allels, CYP2C9*1/*3 und
*2/*3, lagen dazwischen (Mittelwert der CYP2C9 *1/*3 und *2/*3 oralen Clearance 2-fach
niedriger). Das Allel CYP2C9*2 zeigte keinen so deutlichen Einfluss auf die Tolbutamid-
Clearance. So hatte die CYP2C9*1/*2 Genotypengruppe im Mittel eine nur leicht verringerte
Clearance um 5 %. Die Ergebnisse waren hoch signifikant (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-
Test).

Die AUC . zeigte im Mittel eine fast 6-fache VergroRerung bei CYP2C9*3/*3 Genotypen im
Vergleich zu Tragern der Wildtyp-Allele. Die AUCs der heterozygoten Trager des CYP2C9*2-
und CYP2C9*3-Allels lagen dazwischen (1,1-fach erhdht bei *1/*2 und 1,4-fach erhdht bei
*1/*3 und 1,8-fach erhdht bei *2/*3). Die statistische Analyse ergab eine hohe Signifikanz (p
< 0,001 Jonckheere-Terpstra-Test).
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Tab. 19: Pharmakokinetische Parameter vor und nach Induktion von Tolbutamid aufgeschlisselt nach den unter-
schiedlichen CYP2C9-Genotypen, dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung (SA).

CYP2C9  CYP2C9  CYP2C9  Cyp2C9 CYP2C9 Pl P-Il
*1/*4 *[*2 /3 *2/+3 *3/+3
(n = 86) (n=21) (n=16) (n=4) (n=3)
Cmax (g / ml) 43,8 (9,7) 42,2 (8,0) 46,4 (9,6) 48,7 (7,5) 53,7 (13,5) p=0,2
CmaxR (ng / ml) 36,4 (9,2) 37,8 (7,9) 39,4 (9,3) 43,4 (5,8) 54,0 (9,3) p = 0,006 *%
AUC o) (ug*h / mL) 686,7 (205,5) 736,7 (270,3) 993,8 (195,6) 1274,1(128,4) 3929,4 (1093,1) p < 0,001

AUC R (ug*h / mL) 358,0 (103,6) 414,1(173,6) 5154 (83,8) 761,5(142,3) 1656,1 (705,7) p < 0,001 *%

Cl, (mL / min) 13,0 (3,2) 12,3 (3,5) 8,7 (1,7) 6,5(0,7) 2,2 (0,6) p < 0,001

CI,R (mL / min) 25,6 (9,0) 22,6 (7,1) 16,6 (7,3) 11,2 (2,3) 5,6 (2,2) p<0,001 **

Cnax, maximale gemessene Konzentration; C....R, maximale Konzentration nach Induktion mit Rifampicin; AUC .
«), Flache unter der Plasmakonzentrationszeitkurve von Zeitpunkt 0 gegen unendlich; AUC.-,R, Flache unter der
Plasmakonzentrationszeitkurve von Zeitpunkt 0 gegen unendlich nach Induktion mit Rifampicin; Cl,, orale Clea-
rance von Tolbutamid; CI,R orale Clearance von Tolbutamid nach Induktion mit Rifampicin; P-Wert I: Jonckheere-
Terpstra-Test; P-Wert II: Wilcoxon-Test ** fiir p < 0,001.
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Abb. 5: Totale orale Clearance von Tolbutamid der CYP2C9-Genotypen
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Die CYP2C9-Polymorphismen fiihrten zu leichten Erhéhungen der maximalen Konzentration.
Die maximale Konzentration (Cnax) war bei homozygoten CYP2C9*3/*3 Tragern im Mittel um
20 % hoher als bei homozygoten CYP2C9*1/*1 Genotypen. Heterozygote CYP2C9*3-
Alleltrager zeigten eine Erhéhung um 10 % (CYP2C9*2/*3) bzw. eine Erhdhung um 6 %
(CYP2C9*1/*3). Trager des CYP2C9*1/*2 Genotyps zeigten im Mittel eine um 4 % geringere
Cmax als Wildtyptrager. Die statistische Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied zu
den maximalen Konzentrationen von Tolbutamid bei Tragern von CYP2C9-Allelen mit redu-

zierter Aktivitat (p = 0,2 Jonckheere-Terpstra-Test).

3.2.2 Pharmakokinetik von Tolbutamid nach Induktion mit Rifampicin

Nach Induktion mit Rifampicin stieg die totale orale Clearance signifikant im Mittel um den
Faktor 2 (p < 0,001 Wilcoxon-Test). Trager des CYP2C9*3/*3 hatten im Mittel die niedrigste
totale orale Clearance nach Induktion durch Rifampicin mit 5,6 £ 2,2 mL / min und lagen so-
mit 4,5-fach niedriger als die Trager des CYP2C9*1/*1 Wildtyps. Auch hier zeigte sich, dass
das CYP2C9*2-Allel im Vergleich zum CYP2C9*3-Allel einen geringeren Einfluss auf die
Clearance auslbt. CYP2C9*1/*2 Genotypen hatten eine 1,1-fach niedrigere Clearance,
CYP2C9*1/*3 Genotypen hatten eine 1,5-fach niedrigere Clearance im Vergleich zum
CYP2C9*1/*1 Wildtyp. Ein signifikanter Unterschied konnte auch nach Induktion mit Rifampi-

cin nachgewiesen werden (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-Tests).

Die Induktion flhrte zu signifikanten Verringerungen der AUC von Tolbutamid (p < 0,001
Wilcoxon-Test) im Mittel um etwa 50 %. Die Ergebnisse waren im Jonckheere-Terpstra-Test

signifikant (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-Test).

Cmax zeigte sich signifikant verringert (p < 0,001 Wilcoxon-Test). Nur bei Tragern des
CYP2C9*3/*3 Genotyps stieg die maximale Konzentration leicht an, von 53,7 ug / ml auf 54,
0 ug / ml. Im Jonckheere-Terpstra-Test zeigte sich ein signifikanter Einfluss der CYP2C9-
Genotypen auf die maximale Konzentration nach Induktion (p = 0,006 Jonckheere-Terpstra-
Test).

Abbildung 6 zeigt die totale orale Clearance von Tolbutamid vor und nach Induktion mit Ri-

fampicin der einzelnen CYP2C9-Genotypen.
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Abb. 6: Totale orale Clearance von Tolbutamid vor und nach Induktion mit Rifampicin der CYP2C9-Genotypen

3.2.3 Konzentration der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid

In Tabelle 20 sind die AUC .., fur Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid sowie die
Summe der im Urin ausgeschiedenen Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbuta-
mid nach 8 h und 24 h, vor und nach Induktion mit Rifampicin als Mittelwert mit Standardab-
weichung dargestellt. Abbildung 6 zeigt die Summe der Metaboliten im Urin des 8 h Intervalls
(Ae COOH-To + Ae OH-To) vor und nach Induktion mit Rifampicin nach CYP2C9-Genotypen

aufgeschlisselt.
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3.2.3.1 Metabolite im Plasma vor und nach Induktion mit Rifampicin
3.2.3.1.1 Metabolite im Plasma vor Induktion

Die AUC des Metaboliten Hydroxytolbutamid verdeutlicht die unterschiedliche Aktivitat der
einzelnen CYP2C9-Genotypen. So hatten Trager des CYP2C9*3/*3 Genotypen eine 4-fach
kleinere AUC (1,6 + 0,3 mg * h /) als Trager des Wildtypen (6,6 £ 1,8 mg * h /I). Es ergab
sich insgesamt ein signifikanter Unterschied zu verminderten AUCs von Hydroxytolbutamid
bei Tragern von CYP2C9-Allelen mit reduzierter Aktivitat (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-
Test).

Die AUC des Metaboliten Carboxytolbutamid zeigte auch die unterschiedliche Aktivitat der
einzelnen CYP2C9-Genotypen. Trager des CYP2C9*3/*3 Genotypen hatten eine 3-fach klei-
nere AUC (9,3 £+ 4,9 mg * h /) als Trager des Wildtypen (26,3 £ 9,1 mg * h / 1). Die statisti-
sche Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zu verminderten AUCs von Carboxytol-
butamid bei Tragern von CYP2C9-Allelen mit reduzierter Aktivitat (p = 0,002 Jonckheere-
Terpstra-Test).

3.2.3.1.2 Metabolite im Plasma nach Induktion

Nach Induktion mit Rifampicin stiegen die AUC der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Car-
boxytolbutamid signifikant an (p < 0,001 Wilcoxon-Test). Die statistische Analyse nach Induk-
tion zeigte signifikante Trends flr die verminderte Aktivitat von Tragern von CYP2C9-Allelen
fur Hydroxytolbutamid (p = 0,001 Jonckheere-Terpstra-Test) und fir Carboxytolbutamid (p =
0,019 Jonckheere-Terpstra-Test).

3.2.3.2 Metabolite im Urin vor und nach Induktion mit Rifampicin
3.2.3.2.1 Metabolite im Urin vor Induktion

Die CYP2C9-Allelvarianten *2 und *3 fuhrten auch zu deutlich unterschiedlichen Metabolit-
mengen im Urin verglichen mit dem Wildtypen. Homozygote Allel*3-Trager hatten nur etwa
13 % (18,0 £ 4,3 mg) der Summe der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid
nach 8 h verglichen mit dem Wildtypen (131,8 = 72,6 mg). CYP2C9*1/*3-Trager hatten etwa
64 % der Metabolitensumme verglichen mit dem Wildtypen nach 8 h im Urin. CYP2C9*1/*2-
Trager erreichten 94 % der Metabolite verglichen mit dem Wildtyp. Nach 24 h hatten *3/*3 24
%, *1/*3 72 % und *1/*2 90 % der Metabolite im Urin verglichen mit dem Wildtypen. Beide

Intervalle zeigten einen signifikanten Trend (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-Test).
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3.2.3.2.2 Metabolite im Urin nach Induktion

Die mit dem Urin ausgeschiedene Summe der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxy-
tolbutamid stieg nach Induktion signifikant unter allen CYP2C9-Genotypen nach 0-8 h Urin-
sammlung (p < 0,001 Wilcoxon-Test), und nach 0-24 h Urinsammlung (p < 0,001 Wilcoxon-

Test) im Vergleich zu der Metabolitenausscheidung vor Induktion.

Das 8 h Intervall zeigte nach Induktion einen signifikanten Trend (p < 0,013 Jonckheere-
Terpstra-Test). Das 24 h Intervall zeigte keinen signifikanten Trend im Jonckheere-Terpstra-

Test (p = 0,119 Jonckheere-Terpstra-Test).

Tab. 20: Pharmakokinetische Parameter der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid der einzel-
nen CYP2C9-Genotypen dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung (SA)

CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 Cyp2C9 CYP2C9 Pl P-ll

*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*3 *3/*3

(n = 86) (n=21) (n = 16) (n=4) (n=3)
AUCOH (mg*h /1) 6,6 (1,8) 5,9 (1,4) 58 (1,2) 3,4 (0,8) 16(0,3)  p<0,001
AUC oy OH-R (mg*h /) 8,4 (2,1) 7,5(1,7) 7,9 (2,1) 5,0 (0,8) 3,6(18)  p=0,001 *x
AUC,-.,COOH (mg*h /1) 26,3 (9,1) 23,6 (8,6) 21,9 (5,8) 16,3 (6,7) 9,3(49)  p=0,002
AUC,-.,COOHR (mg*h /) 28,6 (8,7) 24,9 (8,6) 26,5 (9,9) 22,2 (4,9) 18,3(9,9) p=0,019 **
Ae24 HC (mg) 329,7 (84,5) 297,0 (65,5) 240,3(59,6) 187,7(21,5) 81,3(37,4) p<0,001
Ae24 HCR (mg) 347,3(81,0) 3559 (115,1) 3490 (42,5) 269,5(44,7) 2383 (76,1) p=0,119 *x
Ae8 HC (mg) 131,8(72,6) 1241 (46,9) 84,8(394) 52,7(285)  180(4,3) p<0,001
Ae8 HCR (mg) 180,0 (79,8) 189,7 (74,8) 137,8(55,1) 1242(19,4) 533(6,8) p<0,013 **

AUC 0.)OH, AUC .. fiir Hydroxytolbutamid; AUC.-JOHR, nach Induktion mit Rifampicin; AUCc..)CO, AUC q.« fiir Carboxytolbu-
tamid; AUC--)\COR, nach Induktion mit Rifampicin; Ae24 HC, 0-24 h Summe der im Urin ausgeschiedenen Metaboliten Carbo-
xytolbutamid und Hydroxytolbutamid; Ae24 HCR, nach Induktion; Ae8 HC; 0-8 h Summe der im Urin ausgeschiedenen Metabo-
liten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid. Ae8 HCR, nach Induktion. P-I: Jonckheere-Terpstra-Test. P-Il: Wilcoxon-Test
** flr p < 0,001.
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Abb. 7: Summe der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid ( [Ae COOH-To + Ae OH-To] ) nach
0-8 h ohne und unter Rifampicin.
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3.3 Induktion bei Tragern unterschiedlicher CYP2C9-Genotypen

Tabelle 21 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung des aus der totalen oralen Clearance
berechneten Induktionsfaktors, der Differenz der totalen oralen Clearance vor und nach In-
duktion sowie die p-Werte des Wilcoxon-Tests berechnet aus der oralen Clearance vor und
nach Induktion mit Rifampicin der einzelnen CYP2C9-Genotypen, sowie p-Werte des Jonck-
heere-Terpstra-Tests. Abbildung 8 zeigt die Verteilungshaufigkeit der Induktionsfaktoren ins-
gesamt und Abbildung 9 zeigt die Induktionsfaktoren nach den einzelnen CYP2C9-

Genotypen aufgeschlisselt.

Die starkste Induktion zeigte die Gruppe der CYP2C9*3/*3 Alleltrager mit 2,5 £ 0,8 (Mittel-
wert + Standardabweichung). Die niedrigste Induktion wurde in der Gruppe der CYP2C9*2/*3
Alleltrager mit 1,6 £ 0,1 festgestellt. Der durch Rifampicin ausgeldste Induktionsfaktor be-
wegte sich insgesamt bei allen Teilnehmer und Teilnehmerinnen der Studie in einem Bereich
von maximal 4,7 und minimal 1,1. Der mittlere Induktionsfaktor aller Probanden berechnet

aus der totalen oralen Clearance betrug 2,14 + 0,54 (Mittelwert + Standardabweichung).

Die statistische Analyse ergab keinen Zusammenhang zwischen Induktionsfaktor und

CYP2C9-Genotyp nach dem Jonckheere-Terpstra-Trendtest.

Die Differenz der oralen Clearance vor und nach Induktion mit Rifampicin zeigt einen deutli-
chen Unterschied der einzelnen Genotypen beziglich der Induktion auf die orale Clearance
(p < 0,001 Jonkheere-Terpstra-Test). Wie Tabelle 26 verdeutlicht, wiesen Trager des
CYP2C9-Wildtypen eine Differenz von 12,5 mL / min auf. Dagegen zeigten Trager der
CYP2C9*3 Allelvariante deutlich geringere Differenzen, 3,4 mL / min bei CYP2C9*3/*3 und
4,6 mL / min bei CYP2C9*2/*3. Der p-Wert des Wilcoxon-Tests der oralen Clearance vor und
nach Induktion zeigt, dass deutlichere Unterschiede bei Wildtyp-Trager als bei CYP2C9*3
Alleltrager durch die Induktion auftritt (CYP2C9*1/*1 mit p < 0,001 entgegen CYP2C9*3/*3
mit p = 0,109).
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Abb. 8: Haufigkeitsverteilung der Induktionsfaktoren von n = 130 Probanden

Tab. 21: Induktionsfaktor berechnet aus der totalen oralen Clearance, Differenz der oralen Clearance vor und
nach Induktion und p-Wert des Wilcoxon-Tests (P-ll) sowie p-Wert des Jonckheere-Terpstra-Tests (P-I) der ver-
schiedenen CYP2C9-Genotypen, dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung (SA)

CYP2C9 CYP2C9 CYP2C9 Cyp2C9 CYP2C9 P
*/*q *[+2 *1/+3 *2/*3 *3/+3
(n = 86) (n=21) (n = 16) (n = 4) (n=3)
CIoF 2,0 (0,6) 1,8 (0,3) 1,9 (0,2) 1,6 (0,1) 2,5(0,8) p=0,375
Cl,Diff (mL / min) 12,5 (0,8) 10,2 (1,1) 7,9 (5,3) 4,6 (8,6) 3,4 (1,1) p < 0,001
P-Il p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p=0,068 p=0,109

CloF, Induktionsfaktor berechnet aus der oralen Clearance; Cl,Diff, Differenz berechnet aus oraler Clearance

nach Induktion minus oraler Clearance nach Induktion; P-I: Jonckheere-Terpstra-Test. P-1l: p-Wert des Wilcoxon-
Tests flr orale Clearance vor und nach Induktion.
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Abb. 9: Induktionsfaktoren der einzelnen CYP2C9-Genotypen; *1/*1 bei n = 86; *1/*2 bei n = 21; *1/*3 bei n = 16;
*2/*3 bein =4; *3/*3 bein = 3.

3.4 Tolbutamidwirkung auf den Blutzucker

Zu Beginn der Untersuchung lagen die mittleren Blutzuckerspiegel der Probanden bei
5,12 (0,59) mg / dlI (Mittelwert und Standardabweichung) und zeigten sich nicht signifikant
unterschiedlich zwischen den einzelnen CYP2C9-Genotypen. Nach Verabreichung von 500
mg Tolbutamid zeigte kein Proband Anzeichen oder Symptome einer Hypoglykamie. Die
Senkung des Blutzuckerspiegels 4 Stunden nach Tolbutamideinnahme betrug
2,62 (2,18) mg / dl. Zwischen den einzelnen CYP2C9-Genotypen zeigte sich kein signifikan-

ter Unterschied in der Senkung des Blutzuckerspiegels durch Tolbutamid.

Nach Induktion betrug die Senkung des Blutzuckerspiegels durch Tolbutamid
2,03 (1,98) mg / dl (p = 0,028 Wilcoxon-Test). Somit war die Blutglukose senkende Potenz
von 500 mg Tolbutamid unter Enzyminduktion um 23 % vermindert. Zwischen den einzelnen
CYP2C9-Genotypen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Senkung des Blutzu-

ckerspiegels durch Tolbutamid.
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4 Diskussion

Die Allelvarianten *2 und *3 des CYP2C9 sind deutlich an der Variabilitdt des Arzneimittel-
metabolismus Uber diese Enzym beteiligt. Rifampicin als CYP2C9-Enzyminduktor fuhrt zu
relevanten Auswirkungen im Metabolismus von CYP2C9-Substraten. Diese Studie sollte
klinisch Untersuchen, ob die Allelvarianten *2 und *3 Einfluss auf die Enzyminduktion aus-
Uben. Dabei sollte die Auswirkung der CYP2C9 Allelvarianten *2 und *3 auf den Metabolis-
mus von Tolbutamid vor und nach Induktion mit Rifampicin untersucht werden und dann die

Auswirkung der Allelvarianten *2 und *3 auf die Induktion mit Rifampicin.
4.1 Haufigkeitsverteilung der CYP2C9-Polymorphismen

Die Haufigkeitsverteilung der in dieser Studie untersuchten CYP2C9 Allele CYP2C9*1,
CYP2C9*2, CYP2C9*3 entspricht in ihrer Verteilung Ergebnissen aus anderen
Populationsstudien zur CYP2C9 Allelverteilung in Populationen kaukasischer Abstammung
(Lee et al., 2002). Dies belegen die hier untersuchten Allelfrequenzen von *1 Allel und *2
Allel, welche keine signifikanten Unterschiede im Chi-Quadrat-Test verglichen mit der
kaukasischen Normalbevoélkerung nach Lee et al., 2002 zeigten. Die in vorliegender Studie
gefundene Allelfrequenz des *3 Allels zeigte eine hdhere Frequenz (p = 0,003 Chi*-Test) als
in einer kaukasischen Population nach Lee et al., 2002 erwartet werden kann. Es wurden
homozygote *3 Alleltrager gezielt aus der Genotypendatenbank der Charité, Berlin ausge-
wahlt. Dies durfte die in dieser Studie héhere *3 Allelfrequenz erklaren. Homozygote Trager
des *3 Allels kommen auch unter einer sehr grossen Genotypendatenbank, wie die der Cha-
rité in Berlin mit fast 1000 genotypiserten Probanden, sehr selten vor (n = 3). Diese Zahl ent-
spricht etwa 0,3 % homozygoter CYP2C9*3/*3 Trager, die flr eine kaukasische Population
erwartet werden kann (Lee et al., 2002). In dhnlichen CYP2C9 Studien wurde keine Zahl von
drei oder mehr homozygote Tragern weder von CYP2C9*2 noch CYP2C9*3 erreicht (Kidd,
1999, Niemi, 2002, Scordo, 2002, Thijssen, 2001, Yasar, 2001).

Die Allelfrequenz von CYP2C9 zeigt zwischen ethnischen Gruppen, wie Tabelle 6 im Einlei-
tungsteil auf Seite 10 darstellt, deutliche Unterschiede. Die Allelvarianten *2 und *3 kommen
in der afrikanischen und ostasiatischen Bevolkerung praktisch nicht vor. Auch innerhalb der
kaukasischen Bevolkerung konnten Untersuchungen deutliche Unterschiede in der Allelver-
teilung darlegen. Die spanische Bevodlkerung, die eine Subpopulation der kaukasischen Be-
volkerung darstellt, weist eine héhere Allelfrequenzen der CYP2C9 *2 und vor allem *3 Allele
auf im Vergleich zur Allelhdufigkeit unter britischen oder schwedischen Kaukasier (Llerena et
al., 2004, Garcia-Martin et al., 2001).
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4.2 Auswirkung des CYP2C9-Genotypen auf den Metabolismus von Tolbu-

tamid

Tolbutamid wird zu mehr als 80 % durch die hepatische Biotransformation zu Hydroxytolbu-
tamid eliminiert. Diese Reaktion wird fast ausschlie8lich Gber CYP2C9 katalysiert, der ent-
scheidende, Metabolisierungsrate-limitierende Schritt. Die hier untersuchten CYP2C9-
Genpolymorphismen CYP2C9*2 und CYP2C9*3 zeigen einen deutlichen Einfluss auf die

Pharmakokinetik des Sulfonylharnstoffs Tolbutamid.

4.2.1 CYP2C9-Polymorphismen und der Metabolismus von Tolbutamid

Homozygote Trager des CYP2C9*3 Allels (n = 3) zeigten eine 6-fach verringerte totale orale
Clearance (2,2 mL / min) im Vergleich zu Wildtyp-Tragern (13,0 mL / min). Die Clearance
des CYP2C9*1/*3 Genotyps (8,7 mL / min) lag zwischen den Homozygoten CYP2C9*3 Tra-
gern und des Wildtyps. Das CYP2C9*2 Allel zeigte weniger deutliche Unterschiede.
CYP2C9*1/*2 Genotypen hatten eine nur leicht niedrigere Clearance (12,3 mL / min) als
Wildtyptrager (13,0 mL / min).

Diese Daten ahneln den Ergebnissen von Kirchheiner et al., 2002, die eine 6-fach verringerte
mittlere Clearance des Genotypen CYP2C9*3/*3 von 0,15 | / h im Vergleich zur Clearance
des CYP2C9*1/*1 Wildtypen von 0,97 | / h zeigen konnte und in Ubereinstimmung mit frilhe-
ren Untersuchungen (Sullivan-Klose et al., 1996) ist. CYP2C9*2 hingegen zeigte nur geringe
Veranderungen in der Aktivitat. Homozygote CYP2C9*2 Trager wiesen nur eine orale Clea-
rance von 75 % verglichen zum Wildtypen vor, Heterozygote CYP2C9*2 zeigten keine signi-
fikante Veranderung der Kinetik (Kirchheiner 2002).

In zwei anderen Studien konnte eine deutlich reduzierte Tolbutamidclearance von
CYP2C9*1/*3 und CYP2C9*1/*2 Genotypen gezeigt werden (Shon et al., 2002; Lee et al.,
2002). Dies legt nahe, dass beide CYP2C9-Polymorphismen zu einer reduzierten Aktivitat
fuhren kénnen. Pharmakokinetische Unterschiede der einzelnen *2 und *3 Polymorphismen
konnten flr eine Vielzahl weiterer CYP2C9-Substrate gefunden werden. So konnten fiir die
CYP2C9-Substrate wie Glibenclamid, Nateglinid, Ibuprofen, Celecoxib, Phenytoin, Glipizid
und S-Warfarin eine deutliche Abnahme der metabolischen Aktivitat gezeigt werden. Sie
fuhrt, verglichen mit dem Wildtyp, zu einer 5- bis 10-fach reduzierten oralen Clearance. Die-
se Clearanceminderung ist direkt abhangig zum untersuchten Substrat (Kirchheiner et al.,
2004). Auch hier zeigte das CYP2C9*2 Allel nur geringe Auswirkungen auf die Aktivitat.
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Allerdings kann es bei Tragern des CYP2C9*2 Allels bei der Medikation mit S-Warfarin ver-
mehrt zu Blutungskomplikationen kommen (Aithal et al., 2000; Scordo et al., 2002). Sehr
deutlich ist die Aktivitatsminderung bei homozygoten CYP2C9*3 Tragern. So zeigte eine
Studie eine verminderte Aktivitat bei homozygoten Tragern des CYP2C9*3 Allels, die zu ei-
ner verminderten Clearance der Substanzen Phenytoin und Glipizid von 21 % bzw. 18 % im
Vergleich zum Studiendurchschnitt fliihrte (Kidd et al., 1999). McCrea et al. konnte 1999 eine
Person, die eine minimale Bildungsrate von < 1 % des aktiven Metaboliten E-3174 von Lo-

sartan aufwies, als homozygot fir das CYP2C9*3 Allel identifizieren.

Die lle359Leu Variante (CYP2C9*3) konnte in der Substratbindungsstelle in der Nahe des
Aktivitdtszentrums des CYP2C9-Enzyms lokalisiert werden. Deshalb wird vermutet, dass
diese Variante einen deutlichen Effekt auf die Substratbindung und die Enzymaktivitat aus-
Uben kénnte (Williams et al., 2003). Die Arg144Cys Variante (CYP2C9*2) liegt ausserhalb
des Substratbindungsstelle, konnte aber eine Rolle in der Interaktion zwischen CYP2C9 und
CYP-Reduktasen spielen (Crespi et al., 1997).

Seit der Verdrangung von Tolbutamid durch die so genannten Sulfonylharnstoffe zweiter
Generation wie Glibenclamid oder Glimepirid hat die klinische Bedeutung von unterschiedli-
chen oralen Clearances von Tolbutamid durch die CYP2C9-Polymorphismen abgenommen.
Als aktivitatsbeschreibendes Probesubstrat fur CYP2C9 ist Tolbutamid als relativ sicheres
Medikament aber bestens geeignet (Kirchheiner et al., 2002; Lee et al., 2002; Shon et al.,
2002). Sogar in einer weitaus niedrigeren Dosierung von nur 125 mg Tolbutamid konnten
signifikant niedrigere (p < 0,001) orale Clearances von CYP2C9*1/*3 und und CYP2C9*2/*2
verglichen mit CYP2C9*1/*1 und CYP2C9*1/*2 dargestellt werden. So scheinen sogar 125

mg Tolbutamid ausreichend zu sein, den Phanotypen zu bestimmen (Jetter et al., 2004).
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4.2.2 CYP2C9-Polymorphismen und die Tolbutamidmetabolite im Plasma und Urin
4.2.2.1 Metabolite im Plasma

Die Tolbutamidmetabolite Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid verdeutlichen die un-
terschiedliche Aktivitat der CYP2C9-Genotypen und unterstreichen die verminderte Aktivitat
der Allele *2 und vor allem *3. So hatten Homozygote CYP2C9*3-Trager eine 4-fach kleinere
AUC des Metaboliten Hydroxytolbutamid verglichen mit dem Wildtypen. Bei der Betrachtung
der AUCs der Metabolite zeigte die statistische Analyse durch den Jonckheere-Terpstra-Test
eine hohere Signifikanz bei der Auswertung des Metaboliten Hydroxytolbutamid (p < 0,001)
im Vergleich zu dem Metaboliten Carboxytolbutamid (p = 0,002).

Kirchheiner et al. 2002 konnte eine, vom CYP2C9-Genotypen unabhangige, Elimination des
Metaboliten Hydroxytolbutamid zeigen. Kirchheiner stellte bei der Betrachtung der Halb-
wertszeiten von Tolbutamid und Hydroxytolbutamid fest, dass Hydroxytolbutamid eine kiirze-
re Halbwertszeit vorwies. Das bedeutet, dass letzteres schneller eliminiert wird als es gebil-
det wird. In der vorliegenden Arbeit ist die groRere AUC des Metaboliten Carboxytolbutamid
im Vergleich zum Metaboliten Hydroxytolbutamid als indirekter Beweis der kirzeren Halb-

wertszeit von Hydroxytolbutamid zu werten.
4.2.2.2 Metabolite im Urin

Die mit dem Urin ausgeschiedene Summe der Metaboliten Hydroxytolbutamid und Carboxy-
tolbutamid verdeutlicht ebenfalls die unterschiedliche Aktivitdt der einzelnen CYP2C9-
Genotypen, wobei das 24 h Urinintervall nach Induktion eine deutliche Tendenz zeigte, die
nicht ganz das Signifikanzniveau erreichte. So hatten Homozygote CYP2C9*3-Trager nach 8
Stunden nur 13 % der Metabolite im Urin verglichen mit Wildtyp-Trager. Lee et al. hatte in
einer Studie 2002 die im Urin ausgeschiedene Summe der Metaboliten Hydroxytolbutamid
und Carboxytolbutamid gemessen und signifikante Unterschiede zwischen den CYP2C9-
Genotypen *1/*1 und heterozygoten *1 Genotypen festgestellt. Zwischen heterozygoten *1
Genotypen schien kein signifikanter Unterschied zu bestehen. In der vorliegenden Arbeit war
im Gegensatz zu von Lee et al. berichteten Daten kein signifikanter Unterschied zwischen
*1/*1 und *1/*2 messbar. Nach Lee et al., 2002 zeigte sich die Urinsammlung des 0-12 h
Intervalls starker vom Genotyp abhangig als das 6-12 h Intervall. In der vorliegenden Arbeit
zeigte das langere Intervall (0-24 h) einen deutlicheren Trend (p < 0,001) als das kurzere
Intervall (0-8 h) mit p = 0,001.
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4.3 Induktion durch Rifampicin
4.3.1 Auswirkung auf den Metabolismus von Tolbutamid zu Hydroxytolbutamid

Durch die Induktion mit Rifampicin stieg in den vorgelegten Untersuchungen die totale orale
Clearance aller Probanden im Mittel um den Faktor 2 hochsignifikant an. Parallel dazu ver-

ringerte sich die AUC -, von Tolbutamid um 50 % ebenfalls hochsignifikant.

Die gesteigerte Aktivitdt des Enzyms CYP2C9 zeigte sich aulerdem in einer deutlich ver-
mehrten Bildung der Metabolite Hydroxytolbutamid und Carboxytolbutamid im Blut. Die mitt-
lere AUC fur Hydroxytolbutamid stieg um 25 %. Die mittlere AUC fir Carboxytolbutamid stieg

geringer an (11 %).

Die Induktion zeigte sich auch in einer deutlich erhdhten Metabolitensumme im Urin. Nach 8
Stunden stieg im Mittel die Summe der Metaboliten um 30 %. Nach 24 Stunden stieg die

Summe der Metaboliten um 12 %.

Seit 1970 ist die Auswirkung der Induktion mit Rifampicin auf den Metabolismus von Antidia-
betika bekannt. So ist schon friih der Wirkverlust von Tolbutamid, ein Sulfonylharnstoff der
ersten Generation, durch Rifampicininduktion beschrieben (Syvalahti et al., 1976). Interaktio-
nen zwischen Sulfonylharnstoffen zweiter Generation wie Glibenclamid und Glipizid und dem
Induktor Rifampicin wurden vor kurzem untersucht. Nach Induktion mit 600 mg Rifampicin /
Tag Uber 5 Tage lang verringerte sich die AUC--) von Glibenclamid um 39 %, und die ma-
ximale Konzentration (Cnax) verringerte sich um 22 %. Insgesamt wurde durch die Induktion
mit Rifampicin die Blutglukose senkende Wirkung von Glibenclamid um 36 % abgeschwacht
(Niemi et al., 2000). Die AUC -« von Glipizid fiel um 22 % nach Induktion mit Rifampicin. Ein
Effekt auf die Blutglukose senkende Wirkung wurde nicht beobachtet (Niemi et al., 2001). In
vorliegender Studie wurde die AUC-., von Tolbutamid aller einzelnen Genotypen zusam-
men um 50 % gesenkt und dies fuhrte zu einem Wirkverlust von 23 %. So zeigt die Auswir-
kung der Induktion durch Rifampicin auf den Tolbutamidmetabolismus in vorliegender Studie

vergleichbare Ergebnisse mit Studien anderer Antidiabetika vom Sulfonylharnstofftyp.

Vergleichbare Auswirkungen durch Induktion mit Rifampicin konnten auch fir andere
CYP2C9-Substrate gezeigt werden (Williamson et al., 1998; Kay et al., 1985). Nach Indukti-
on mit Rifampicin tGber 4 Tage mit 600 mg / Tag verringerte sich beispielsweise die AUC des
Antikoagulanz Warfarin um 58 % (O'Reilly et al., 1974). Nach 21 tagiger Induktion mit 600
mg Rifampicin / Tag sank die Plasmakonzentration von Warfarin sogar um 85 % (O'Reilly et
al., 1975).
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4.3.2 Auswirkung der Induktion bei verschiedenen CYP2C9-Genotypen
4.3.2.1 Relative Auswirkung der CYP2C9-Polymorphismen auf Induktion

Eine ganze Reihe von Polymorphismen sind im Bereich des CYP2C9-Gens gefunden wor-
den, auch in Regionen, die an der Aktivitat der Transkription eine Rolle spielen. Manche
scheinen mit den bekannten CYP2C9-Allelvarianten wie *3 verknlpft und deshalb stellt sich
die Frage, ob die Induzierbarkeit sich zwischen den hier untersuchten CYP2CO9-
Allelvarianten *2 und *3 im Vergleich zum Wildtyp unterscheidet. Der in vorliegender Studie
errechnete Induktionsfaktor der oralen Clearance zeigte eine grofte Variabilitdt. Es wurden
Induktionsfaktoren zwischen 1 und 5 beobachtet. Es stellte sich aber heraus, dass die Induk-
tionsfaktoren der einzelnen CYP2C9-Genotypen nicht signifikant unterschiedlich waren (p =
0,788 Jonckheere-Terpstra-Test), obwohl bei der Betrachtung der Induktionsfaktoren der
einzelnen CYP2C9-Genotypen eine Tendenz zu hdheren Faktoren bei Tragern des
CYP2C9*3-Allels zu vermuten ist. Der Induktionsfaktor bei *3/*3 Haplotypen lag im Mittel bei
2,5 + 0,8 im Gegensatz zu *1/*1 Haplotypen, die nur einen Induktionsfaktor von 2,0 + 0,6
zeigten. Weitere Einflussfaktoren auf die Induktion (siehe Kapitel 4.3.2.3) kdnnten diese

Tendenz maskieren.
4.3.2.2 Absolute Auswirkung der CYP2C9-Polymorphismen auf Induktion

Bei Betrachtung der Clearance vor und nach Induktion mit Rifampicin gibt es erhebliche Un-
terschiede. So hatten Trager von Wildtyp-Allelen eine deutliche Differenz von 12,5 mL / min
(p < 0,001), CYP2C9*3/*3 Genotypen dagegen, bedingt durch die verringerte Clearance vor
Induktion, nur eine Differenz von 3,4 mL / min (p = 0,109). Fir den Kliniker bedeutet dies,
dass obwohl die Genotypen keinen deutlichen Trend auf die Induzierbarkeit aufweisen (p =
0,788), es sehr wohl einen Unterschied ausmacht, welcher Genotyp bei dem zu behandeln-
den Patient vorliegt. Denn der Genotyp des Patienten entscheidet, ob die Induktion, ausge-
I6st durch eine eventuell begleitenden Therapie mit einem induzierenden Medikament, einen
klinisch relevanten Einfluss (*1/*1 mit p < 0,001) auf bendtigte Medikamentenspiegel auslibt,
oder ob die Induktion keinen bedeutenden Unterschied (*3/*3 mit p = 0,109) bewirkt. Interes-
santerweise konnte in dieser Studie kein klinisch relevanter Unterschied der Tolbutamid-
Wirkung nach Induktion mit Rifampicin zwischen Wildtyptragern und CYP2C9*3/*3-Tragern
festgestellt werden (siehe Kapitel 4.4).
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4.3.2.3 Weitere Einflussfaktoren auf die Induktion mit Rifampicin

Rifampicin ist ein bekannter Induktor, der verantwortlich ist fir bedeutende Arzneimittelinter-
aktionen. Dabei zeigt die Induktion eine grof3e Variabiliat zwischen einzelnen Individuen. In
unserer Studie nahm der Induktionsfaktor berechnet aus der totalen oralen Clearance von
Tolbutamid Werte zwischen 1 und 5 an. Neben den eigentlichen an der Metabolisierung be-
teiligten Enzymen, hier das CYP2C9, kénnen Transporter, die an dem Medikamententrans-
port in die Zelle hinein, sowie an dem Medikamententransport aus der Zelle hinaus beteiligt
sind, Transkriptionsfaktoren und die eingesetzte Rifampcinidosis an der groRen Variabilitat

der Induktion beteiligt sein.
4.3.2.3.1 PXR und Induktion mit Rifampicin

PXR ist ein nuklearer Transkriptionsfaktor, der eine Schlisselfunktion im Arzneistoffmetabo-
lismus einnimmt. PXR regelt die Expression wichtiger Arzneimetabolisierender Enzyme wie
z.B. CYP3A4 oder auch CYP2C9 und Transporter wie P-Glykoprotein (MDR1). Das Aus-
mass der Induktion durch Rifampicin auf intestinale oder hepatische CYP3A4 Aktivitat zeigt
eine deutliche Variation, die durch Mutationen im PXR-Gen erklart werden kdnnte. Zangh et
al. berichtete 2001 Uber eine ganze Reihe detektierter SNPs des PXR-Gens, die zum Teil zu
einem unterschiedlichen Ausmaf} der CYP3A4 Induktion durch Rifampicin fihren. Eine Muta-
tion im Bereich des Promotors (25385C>T) fuhrte bei Homozygoten dieser Mutation
(25385TT) zu einer 2—fach hoheren CYP3A4 Aktivitat nach Induktion mit Rifampicin als Ho-
mozygote 25385CC Genotypen (Zangh et al., 2001). Lamba et al. stellten 2005 diese Allel-
varianten und ihre unterschiedliche Auswirkung auf die Metabolisierung dar. Diese Allelfre-
quenzen wurden in der kaukasischen Bevdlkerung als < 1 % angegeben. Da die CYP2C9-
Induktion durch Rifampicin ebenfalls durch PXR geregelt wird, kénnten Punktmutationen des

PXR die Induktion starken oder abschwachen.
4.3.2.3.2 OATP-C und Induktion mit Rifampicin

OATP1B1 (OATP-C, Organic anion transporting polypeptide-C) ist ein Aufnahmetransporter,
der ausschlieBlich in der Leber exprimiert wird. OATP1B1 sorgt fir den aktiven Transport
von Rifampicin und anderen Substraten in die menschliche Leberzelle hinein und ist somit
der bedeutender Faktor der Aktivierung von PXR in der menschlichen Leberzelle (Tirona et
al., 2003).
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Es ist bekannt, dass Stoffe, die Uber diesen Transporter in die Leberzelle aufgenommen
werden, durch gleichzeitige Gabe von Rifampicin an ihrem Transport in die Leberzelle und
somit an ihrem Metabolismus und Ausscheidung gehindert werden kénnen. Diese Hemmung
durch Rifampicin kann zu unerwiinscht hohen Spiegeln im Blut und folglich zu Nebenwirkun-

gen fuhren, da diese Stoffe einen verzégerten Metabolismus haben (Vavricka et al., 2002).

Auch im Gen SLCO1B1, welches OATP-C kodiert, sind eine ganze Reihe von SNPs detek-
tiert worden. Einige dieser Polymorphismen fuhren zu einer dramatischen Verminderung der
OATP-C-Transportfunktion in die Leberzelle (Niemi et al., 2004). So kénnte man die grol3e
Variabilitat in der Induzierbarkeit von CYP2C9 auch auf Polymorphismen im OATP-C Trans-

porter zurlickfihren.

Niemi et al. untersuchte 2006, ob die Variabilitat in der Induktion von CYP3A4 durch Rifam-
picin von Polymorphismen des OAT1B1 (OATP-C) abhangt. In Niemi’s Studie konnte kein
eindeutiger Effekt der Polymorphismen von OAT1B1 auf die Induktion von CYP3A4 nachge-
wiesen werden, obwohl eine gesteigerte Induktion bei einer Allelvariante des OAT1B1 fest-
gestellt werden konnte. Ein Erklarungsversuch kdnnte sein, dass andere OATP-Transporter,
wie z.B. OATP1B3 einen ausgleichenden Effekt austiben (Niemi et al., 2006).

4.3.2.3.3 P-Glykoprotein und Induktion mit Rifampicin

P-Glykoprotein ist ein Effluxtransporter der so genannten ATP-binding cassette Familie
(ABC), die eine wichtige Rolle fur die Exkretion von Arzneistoffen spielt. Das P-Glykoprotein
wird von dem so genannten Multidrug Resistance Gen-1 (MDR1) kodiert. Die Induktion wird
ebenfalls Uber PXR vermittelt (Schuetz et al., 1996). Diese Effluxtransporter findet man vor
allem an der luminalen Seite von Zellen in der Leber, Darm und Nieren. Eine besonders ho-
he Aktivitat des P-Glykoproteins kommt in der Diinndarmmukosa wie auch in der Dickdarm-
mukosa vor, und dort ist der aktive Transport von P-Glykoprotein Substraten aus der Muko-
sazelle in das Darmlumen gerichtet. Somit werden diese Substrate, die bereits resorbiert
wurden zumindest teilweise wieder in das Lumen zurlcktransportiert. Dieser Prozess zeigt
sich gut fur Digoxin und erklart, warum die systemische Verfigbarkeit von Digoxin unter 100

% liegt.

Die Induktion mit Rifampicin wirkt sich auch auf den Digoxinspiegel aus, obwohl Digoxin kei-
nem relevanten Metabolismus unterliegt und nahezu unverandert im Urin ausgeschieden
wird. So zeigte eine Studie, in der die Interaktion von Digoxin und Rifampicin untersucht
wurde, die Senkung der AUC von Digoxin um 88 % (Greiner et al., 1999). Diese Interaktion

mit Rifampicin wurde mit der PXR-vermittelten Induktion von intestinalen P-Glykoprotein
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Transporter erklart, da Greiner et al. in seiner Studie 1999 im Dinndarm eine 3,5-fache Er-

hoéhung von P-Glykoprotein durch Induktion mit Rifampicin feststellen konnte.

Das P-Glykoprotein weist eine Vielzahl von Polymorphismen auf und einige zeigen funktio-
nelle Bedeutung auch in ihrer Induzierbarkeit durch Rifampicin. Hoffmeyer et al. konnte 2000
zeigen, dass homozygote Trager der Mutation C3435T im Exon 26 des MDR1-Gens eine
verminderte Expression von P-Glykoprotein im Didnndarm hatten, eine geringere
Enzyminduktion durch Rifampicin aufwiesen und eine abgeschwachte Exkretion von Digoxin
in den Darm zeigten. Folglich konnte bei Tragern homozygoter T/T Genotypen ein 4-fach
erhdhter Digoxin Spiegel im Blut unter Induktion mit Rifampicin nachgewiesen werden im

Vergleich zu homozygoten Trager des 3435C-Wildtyp-Gens (Hoffmeyer et al., 2000).

Das Ausmald der Induktion durch Rifampicin wird durch die intrazellulare Konzentration des
Induktors in der Leber determiniert. Diese Konzentration wird durch den Effluxtransporter
MDR1 in der Leberzelle beeinflusst, da Rifampicin selbst Substrat von MDR1 ist. Je héher
die Aktivitdt des Transporters, desto geringer das Ausmaf} der Induktion (Schitz et al.,
1996). So kénnen Mutationen im MDR1 Gen, wie C3435T im Exon 26, durch veranderte Ak-
tivitdt des Effluxtransporters an der Variabilitdt der Induktion beitragen. Floyd et al., 2003
konnte hierzu in einer Studie, die die Induktion von CYP3A4 unter Rifampicin im Hinblick auf
die MDR1-Polymorphismen G2677T in Exon 21 und C3435T in Exon 26 untersuchte, keinen
deutlichen Einfluss der MDR1-Polymorphismen auf die Induktion erkennen. Dies kdnne al-
lerdings an der hohen Induktionsdosis liegen, die dazu fiihren kann, dass kleine Anderungen
der intrazellularen Rifampicinkonzentration keinen deutlichen Unterschied in der Induktion

ausmachen (Floyd et al., 2003).
4.3.2.3.4 Eingesetze Rifampicindosis

Die zur Behandlung der Tuberkulose eingesetzte Rifampicindosis liegt fur Erwachsene zwi-
schen 450 — 600 mg / Tag (Douglas et al., 1999). Mit steigender Rifampicindosis, von 450
mg bis auf 600 mg / Tag, steigt sehr wohl der therapeutische Nutzen, nicht aber das Ausmalf}
der Induktion (Burman et al., 2001). Mit nur 300 mg Rifampicin pro Tag scheint die Induktion
fast maximal zu sein, da sich die Pharmakokinetik von Warfarin unter 300 mg Rifampicin im
Vergleich zu 600 mg Rifampicin nicht unterscheidet (Syvalahti et al., 1976; Twum-Barima et
al., 1981). Eine genau unter diesem Induktionsschema von 450 mg Rifampicin / Tag Uber 4
Tage durchgefiihrte Studie zur Induktion von CYP3A4 zeigte bei der Metabolisierung von
Alprazolam eine Abnahme der AUC um 88 % (Schmider et al., 1999). Das in dieser Studie
verwendete Induktionsschema mit 450 mg Rifampicin / Tag Uber 4 Tage flihrt folglich zu ei-

ner deutlichen Induktion, und man bewegt sich dennoch im unteren Bereich der zu
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therapeutischen Zwecken eingesetzten Rifampicindosis. Allerdings konnte fir den Nachweis
schwacher Einflussfaktoren auf die Induktion die eingesetzte Rifampicindosis auch zu hoch

angesetzt sein, wie schon im Kapitel 4.3.2.3.3 diskutiert.

4.4 Auswirkung von Rifampicin auf die Blutzucker senkende Wirkung von
Tolbutamid

Tolbutamid gehort zur Gruppe der Sulfonylharnstoffe, die ihre Blutglukose senkende Wirkung
durch eine gesteigerte Ausschittung von Insulin entfalten. In dieser Studie wurde die Blut-
glukose zu den Blutabnahmezeitpunkte 0, 0,5, 1, 2, 4 h nach Einnahme von Tolbutamid be-
stimmt. Daraufthin wurden die Flache unter der Blutzuckerkurve und die Senkung durch Tol-

butamid einmal vor und dann nach Induktion mit Rifampicin berechnet.

Es stellte sich heraus, dass die Blutzucker senkende Potenz von Tolbutamid durch die Ver-
abreichung von 450 mg Rifampicin Gber 4 Tage im Mittel um 23 % bei allen Genotypen ab-
nahm (p = 0,028 Wilcoxon-Test). Die CYP2C9-Polymorphismen *2 und *3 unterschieden
sich nicht vom Wildtyp in der Blutzucker senkende Potenz von Tolbutamid, weder vor noch
nach Induktion mit Rifampicin. Auch Kirchheiner et al. kam in einer Studie aus dem Jahr
2002 zu dem Schluss, dass der Blutzucker und die Insulinsekretion nach Tolbutamidstimula-
tion sich nicht zwischen den einzelnen CYP2C9-Genotypengruppen unterscheidet. Erstmalig
konnte vorliegende Arbeit zeigen, dass die CYP2C9-Polymorphismen *2 und *3 im induzier-

ten Zustand die Blutzucker senkende Wirkung von Tolbutamid nicht beeinflussen.

Obwohl die CYP2C9-Varianten deutlich unterschiedliche Tolbutamid-Konzentrationen vor-
weisen, scheint dies nicht zu unterschiedlichen Blutzuckerspiegeln zwischen den CYP2C9-
Genotypen zu fuhren. Eine Erklarung konnte sein, dass die ausgewahlten Probanden keine
gestorte Blutzuckerregulierung aufweisen wie etwa Typ Il Diabetiker. So wird der Blutzucker-
spiegel bei Nichtdiabetiker durch mehrere Faktoren reguliert, die wichtigsten sind die beiden
Hormongegenspieler Insulin und Glukagon. So kann bei gesunden Probanden eine gestei-
gerte Insulinsekretion durch eine forcierte Glukagonsekretion ausgeglichen werden. Fir dia-
betische Patienten mit einem langsammetabolisierenden Genotyp kann allerdings ein erhéh-
tes Risiko fir eine ausgepragte Hypoglykdmie nicht ausgeschlossen werden, zumal diese
Patienten weit hoheren therapeutischen Dosen Blutzucker senkenden Medikamenten aus-

gesetzt sind.
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Neuere Sulfonylharnstoff wie Glibenclamid zeigten einen Wirkverlust von 44 % nach Indukti-
on mit Rifampicin (Niemi et al., 2001). Die neueren Sulfonylharnstoffe der zweiten Generati-
on besitzen eine 1000-fache Potenz im Vergleich zu Tolbutamid. Dies kann den nicht so

deutlichen Effekt von Tolbutamid in dieser Studie auf den Blutzuckerspiegel erklaren.

4.5 Ausblick

CYP2C9-Polymorphismen kénnen zu deutlichen Unterschieden in der Pharmakokinetik von
vielen in der Arzneimitteltherapie eingesetzten Medikamenten wie orale Antidiabetika, orale
Antikoagulantien, NSAIDs und anderen flhren. Dies belegen enzymkinetische Untersuchun-

gen, die in dieser Arbeit angesprochen wurden.

Neben des Genstatus, der lebenslang besteht, spielen weitere Einflussfaktore wie eine Ko-

mediaktion eine bedeutende Rolle in der Variabilitat des Arzneimetabolismus.

Eine Komedikation, die zur Induktion fihrt, kann die Variabilitdt weiter verstarken. Dies bele-
gen die Daten dieser Studie. Im nicht-induzierten Status ist die Varibilitdt zwischen
CYP2C9*1/*1 und CYP2C9*3/*3 Gentypen 6-fach, die Induktion fihrt zu einem 12-fachen
Unterschied, wenn Trager des CYP2C9*1/*1 von Induktion betroffen sind und *3/*3 nicht.

Bei der Entwicklung genotypenbasierter Arzneimitteldosierung muss die Bedeutung des le-
benslangen Genotypen mit der des aktuellen Phanotypen abgewogen werden. Der aktuelle
Phanotyp hangt dabei signifikant von dem aktuellen Induktionsstand der Enzyme ab. Beson-
ders im Hinblick auf eine Mehrfachmedikation scheint der Enzyminduktionsstatus bedeutsa-

mer als der Genotyp des Enzyms selbst (Kirchheiner et al., 2004).

In der klinischen Praxis sind viele EinflussgroRen am gelingen einer Arzneitherapie beteiligt.
Neben der Pharmakokinetik sind pharmakodynamische Endpunkte zu berlcksichtigen, die in
prospektiven Untersuchungen den Effekt einer gentypenbasierten Arzneidosierung beweisen
mussen. Zusammen mit den Ergebnissen friherer enzymkinetischer Untersuchungen kann

diese Arbeit als Basis fiir weitere Studien dienen.
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4.6 Zusammenfassung

Die Allelvarianten *2 und *3 des CYP2C9 sind deutlich an der Variabilitdt des Arzneimittel-
metabolismus Uber diese Enzym beteiligt. Rifampicin als CYP2C9-Enzyminduktor fihrt zu
relevanten Auswirkungen im Metabolismus von CYP2C9-Substraten. Diese Studie sollte
klinisch Untersuchen, ob die Allelvarianten *2 und *3 Einfluss auf die Enzyminduktion aus-

uben.

Nach der Genotypisierung von 130 gesunden Probanden in ihre CYP2C9-Genotypen wurde
die totale orale Clearance von Tolbutamid vor und nach Induktion mit Rifampicin gemessen.
Die Allelvarianten *2 und *3 zeigten einen deutlichen Trend zu reduzierten totalen oralen
Clearances von Tolbutamid vor (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-Test) und nach Induktion mit
Rifampicin (p < 0,001 Jonckheere-Terpstra-Test). Der Induktionsfaktor berechnet aus der
totalen oralen Clearance wies eine grofe Variabiltat auf (1-5), und obwohl eine Tendenz zu
erhohten Induktionsfaktoren bei Tragern des *3 Allels zu erkennen ist, erreichte diese Ten-
denz nicht das Signifikanzniveau. Interessanterweise wirkte sich die Induktion, gemessen an
der Clearance-Differenz, bei Wildtyp-Tragern deutlich auf die Clearance aus (p < 0,001 Wil-
coxon-Test), wahrend die Induktion bei *3/*3 Genotypen keinen deutlichen Unterschied
bewirkte (p = 0,109 Wilcoxon-Test).

Erstmalig konnte mit vorliegender Studie gezeigt werden, dass relativ gesehen die Induktion
zwischen den verschiedenen CYP2C9-Genotypen nicht unterschiedlich ist, aber absolut ge-

sehen auch nach Induktion die Aktivitat der CYP2C9-Polymorphismen niedrig bleibt.
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