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Einleitung

1. Einleitung

Vor iiber 100 Jahren, im Mirz 1902, gelang dem Wiener Chirurgen Emerich Ullmann die erste
voriibergehend erfolgreiche Nierentransplantation bei einem Hund. Das eingesetzte Organ
funktionierte und produzierte fiir immerhin fiinf Tage Urin. In den fiinfziger Jahren des letzten
Jahrhunderts folgten dann Berichte von Joseph Murray {iber erste erfolgreiche Transplantationen
an Menschen, zundchst an eineiigen Zwillingen, spéter auch an genetisch nicht identischen
Briidern. Der Erfolg dieser Pioniertaten war jedoch von sehr kurzer Dauer, da man der
Immunantwort des Organismus auf das fremde Organ nicht addquat begegnen konnte. Mit dem
Immunsuppressivum Azathioprin stand erstmals ein effektives Pharmakon zur Bekdmpfung der
AbstoBung eines Transplantats zur Verfiigung. Eine neue Ara in der Entwicklung der
Transplantationsmedizin begann mit der Entnahme von Bodenproben in der Hardanger Vidda im
Stiden Norwegens. In diesen Proben wuchs der Pilz Tolypocladium inflatum Gams aus der
Gruppe der Fungi imperfecti. Aus diesem Pilz wurde 1971 Ciclosporin isoliert, das in Versuchen
an Madusen schnell eine immunsuppressive Wirkung offenbarte. Mit der Markteinfiihrung von
Ciclosporin im Jahr 1983 war erstmalig eine potente und relativ spezifische, nicht zytotoxische
Immunsuppression moglich, die zu einer deutlichen Verbesserung des Therapieresultats fiihrte.
Die Entwicklung weiterer sehr wirksamer Pharmaka wie auch das stetig wachsende Wissen iiber
die, bei OrganabstoBungen ablaufenden immunologischen Prozesse, verhalfen der
Transplantationsmedizin zu ihrem heutigen Erfolg.

1.1 Allgemeine Immunologie

Das Immunsystem agiert als komplexes, fein aufeinander abgestimmtes Zusammenwirken
zahlreicher Faktoren zum Schutz des menschlichen Organismus. Grundsétzlich lassen sich die
unspezifische, angeborene und die spezifische, adaptive Immunantwort unterscheiden. Erstere
wird vorwiegend von Granulozyten, zirkulierenden Monozyten, organspezifischen Makrophagen
(Kupfterzellen, Langerhans-Zellen) und dem Komplementsystem unterhalten. Diese erkennen
allgemeine Strukturen, die vielen pathogenen Mikroorganismen gemeinsam sind und fungieren
somit als erstes Schutzschild im Korper. Die spezifische Immunantwort dient der Bekdmpfung
von Pathogenen, die durch das unspezifische System nicht beseitigt werden konnten. Tragende
Séulen sind hier T- und B- Lymphozyten.

1.1.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten (T-Zellen) entwickeln sich aus Knochenmarkstammzellen. Die Reifung erfolgt
dagegen im Thymus. Dort wird durch Selektionierung in einer Reihe von Prozessen (u.a. klonale
Deletion) die Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen fremden und korpereigenen Strukturen
gewihrleistet. T-Zellen, die keine Reaktivitit gegen Antigene aufweisen oder denen die
Eigenschaft der Selbsttoleranz fehlt werden durch programmierten Zelltod (Apoptose) beseitigt.

T-Lymphozyten besitzen auf ihrer Oberfldche bis zu 30.000 T-Zell-Rezeptoren (TZR), mit deren
Hilfe Antigene erkannt und spezifisch gebunden werden konnen. Der Rezeptor ist heterodimer
und besteht aus einer a- und einer B-Polypeptidkette, die iiber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Beide Ketten haben eine konstante und eine variable Region, letztere stellt die
Bindungsstelle fiir Antigene dar. Dem TZR unmittelbar benachbart ist eine Gruppe von flinf
membranstindigen Peptidketten, dem so genannten CD3. Bindet der TZR an ein Antigen, so
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andert sich die Konformation des CD3, und die Signaltransduktion in der T-Zelle wird aktiviert
(siehe unten).

T-Zellen konnen, im Gegensatz zu B-Lymphozyten, keine freien Antigene binden. Fiir die
Stimulierung ist eine entsprechende Antigenprisentation erforderlich, bei der das Antigen an
spezielle Proteine auf der Oberfliche von Antigen-prdsentierenden Zellen (APZ) gebunden ist.
Diese Proteine spielen auch bei der AbstoBung fremden Gewebes eine zentrale Rolle. Aus
diesem Grund wurde die Gruppe von Genen, die fiir diese Proteine codiert, major
histocompatibility complex (MHC) benannt. MHC findet sich bei allen Wirbeltieren und ist beim
Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 lokalisiert (Katznelson et al. 2001). Die fiir
die Prédsentation von Antigenen relevanten Proteine unterscheidet man in MHC Klasse I- und
MHC Klasse II-Molekiile. Erstere sind auf allen kernhaltigen Zellen lokalisiert, wenngleich in
stark variierenden Konzentrationen. MHC-II-Molekiile sind restriktiver verteilt und finden sich
vor allem auf B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen.

Da vollstindige Proteinantigene fiir ein Andocken an die Bindungsstelle der MHC-Molekiile zu
gro wiren, werden sie in den APZ zu Peptidfragmenten abgebaut und zusammen mit dem
MHC-Molekiil auf der Zelloberfliche exprimiert. Dieser Antigen-MHC-Komplex wird vom T-
Zell-Rezeptor erkannt und gebunden. Zusétzlich kommt es zu Wechselwirkungen zwischen
Corezeptoren auf der T-Zelle und dem MHC-Molekiil. Nach der Art dieser Corezeptoren werden
reife T-Lymphozyten wie folgt unterteilt:

- CD4"-T-Zellen (T-Helfer-Zellen) und
- CD8"-T-Zellen (zytotoxische T-Zellen).

CD4"-T-Zellen binden dabei an MHC-II und CD8"-T-Zellen an MHC-I-Molekiile (Bjorkman et
al. 1987, Brown et al. 1988). Fiir die Aktivierung von naiven T-Zellen sind neben der Bindung
von TZR und CD4 / CD8 an MHC (erstes Signal) noch zahlreiche Interaktionen von
costimulierenden Faktoren erforderlich (zweites Signal). Auf der Oberfliche der T-Zellen sind
das unter anderem Vertreter der Integrin-Superfamilie, z.B. CD28 und lymphocyte function-
associated antigen-1 (LFA-1). Diese binden an ihr jeweiliges Pendant B7 bzw. intercellular-
adhesion-molecule-1 oder -2 (ICAM-1, -2) auf der APZ. Die Interaktion von CTLA4 (T-Zelle),
welches dem CD28 strukturell sehr dhnlich ist, mit B7 hat einen hemmenden Effekt auf T-Zellen
und trigt vermutlich zur Vermeidung iiberschieBender Immunreaktionen bei (siche Abb. 1). Die
Wechselwirkung von CD40 auf der APZ mit dem CD40-Ligand auf der T-Zelle induziert die
Expression von B7 und wirkt somit costimulatorisch (Sayegh 1999). Bei Fehlen des zweiten
Signals treten die T-Zellen in das Stadium der klonalen Anergie ein, in dem sie auf weitere
Stimulation nicht mehr reagieren (Sayegh und Turka 1998, Gudmunsdottir und Turka 1999).
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T-Zelle

LFA-1 CD4 TZR CD3 CD28 CTLA4

ICAM 1/2 MHC-1I B7 B7

APZ

Abbildung 1: Bindung eines T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplexes an den MHC-1I/Antigen-Komplex auf einer
Antigen prdsentierenden Zelle (APZ) unter Beteiligung costimulierender Faktoren.

Durch erstes und zweites Signal aktivierte T-Zellen synthetisieren und sezernieren Interleukin-2
(IL-2) und exprimieren gleichzeitig einen hochaffinen IL-2-Rezeptor. Die Bindung von IL-2 an
seinen Rezeptor (drittes Signal) stellt einen starken Stimulus zur Teilung der T-Zelle dar. Daraus
resultieren innerhalb kurzer Zeit groBBe Mengen an T-Zellen mit identischem TZR (klonale
Expansion). Nach einer Phase von wenigen Tagen differenzieren sich die T-Zellen zu T-
Effektorzellen. Das sind zum einen Zytotoxine bildende CD8"-Effektorzellen. Diese sezernieren
porenbildende Perforine sowie Granzyme, die durch diese Poren in die Zielzelle gelangen und
dort Apoptose einleiten. Zum anderen handelt es sich um zytokinproduzierende CD4 -T-Helfer-
Zellen, die abhingig von den synthetisierten Zytokinen in Th-0 bis Th-3 eingeteilt werden. Die
meisten Pathogene 16sen eine Th-1-Immunantwort aus. Die resultierende Sezernierung von IL-2
und Interferon-y (IFN- v) fithrt zur Aktivierung von Makrophagen, der Bildung zytotoxischer T-
Zellen und ist in die Antikorperproduktion von B-Zellen involviert.

1.1.2 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten entwickeln sich in der fetalen Leber und nach der Geburt im Knochenmark
(bone marrow). Im Gegensatz zu T-Zellen sind B-Lymphozyten auch durch freie, nicht an MHC
gebundene Antigene aktivierbar. Die Antigenerkennung erfolgt nicht {iber den TZR sondern iiber
Immunglobuline (Ig) auf der Zelloberflidche. Bindet ein Antigen an den spezifischen Ig-Rezeptor,
so wird es in das Zellinnere transportiert. Dort wird es zu Peptidfragmenten abgebaut
(prozessiert) und, an ein MHC-II-Molekiil gebunden, exprimiert. Die Prisentation des MHC-
II/Antigen-Komplexes fiihrt zur Interaktion mit CD4"-T-Zellen (gekoppelte Erkennung). Fiir die
Aktivierung der B-Zelle ist dabei die Bindung von CD40 mit dem CD40 Ligand auf der T-Zelle
von Bedeutung, die zur klonalen Expansion der B-Zelle fiihrt. Im weiteren Verlauf erfolgt die
Differenzierung zu einer Antikérper (AK) sezernierenden Plasmazelle. Dabei produziert jede
Zelle Immunglobuline einer eigenen Spezifitit. Die ins Blut abgegebenen Antikorper sind Teil
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der humoralen Abwehr und fiihren u.a. zur Opsonierung von Pathogenen und zur Aktivierung
des Komplementsystems, von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten.

Neben dieser T-Zell-abhidngigen Aktivierung existieren aber auch T-Zell unabhidngige Antigene
(Lipopolysaccharide, Glykoproteine). Sie konnen B-Zellen ohne Beteiligung von T-Zellen
aktivieren (Neumayer 2001).

1.2 Transplantationsimmunologie

Das Langzeitiiberleben eines Transplantats hidngt von zahlreichen préoperativen Risikofaktoren
ab. Hierzu zihlen vor allem ein hohes Spenderalter, eine lange Ischdmiezeit, langjéhrige Dialyse
und Hypertonie des Empfangers sowie Infektionen mit Cytomegalievirus (CMV) oder Hepatitis
B und Hepatitis C Viren. Der Therapieerfolg wird auch von der ethnischen Zugehorigkeit
beeinflusst. Afroamerikaner scheinen gegeniiber kaukasischen Patienten ein niedrigeres
Transplantatiiberleben aufzuweisen, wéhrend dieses nach 5 Jahren bei Asiaten um ca. 10 %
hoher liegt als bei Weillen (Katznelson et al. 2001). Einen weiteren wichtigen Risikofaktor stellt
eine hohe Zahl an HLA-Mismatches (MM) dar (Kasiske 1997, Opelz et al. 1998). Die humanen
Leukozytenantigene (HLA) sind polymorphe Molekiile auf der Zelloberflache, fiir die der MHC
codiert. Bei der Zuteilung von Spenderorganen stellt eine mdglichst vollstandige
Ubereinstimmung des HLA-Musters von Spender und Empfinger ein Hauptkriterium fiir die
Auswahl dar (Burdick 2001).

Postoperative Risikofaktoren fiir einen Transplantatverlust sind neben einer verzogerten
Funktionsaufnahme des transplantierten Organs vor allem akute und chronische AbstoBungen
(Hayry 1994). Die AbstoBung aufgrund von HLA-Unterschieden (mismatches) verlduft dhnlich
wie die Immunantwort auf normale Umweltantigene (Bakterien, Viren), jedoch in extrem
verstarktem Ausmall (Krensky 1997). Eine Ursache fiir die starke AbstoBung ist die Fahigkeit
einzelner T-Zellen, allogenes MHC auf Zellen des Transplantats zu erkennen und darauf zu
reagieren. Normalerweise erkennen T-Zellen nur eigenes MHC in Verbindung mit
Antigenfragmenten, wie sie von APZ exprimiert werden (siehe oben). Der genaue Grund, der es
T-Zellen erlaubt, allogenes MHC mit oder ohne gebundenem Peptid direkt zu erkennen und zu
binden ist noch nicht bekannt. Dieser sogenannte direkte Weg der Alloantigen-Erkennung spielt
in der frithen akuten Transplantatabstofung eine entscheidende Rolle (Helderman und Goral
2001). Beim indirekten Weg werden Alloantigene von APZ des Empfingers prozessiert und
anschlieBend den T-Zellen prasentiert. Diese Antigene konnen Spender-MHC sein, der sich vom
Parenchym des Transplantats abgeldst hat oder aber von phagozytierenden Zellen aufgenommen
wurde. In beiden Fillen wird das Antigen nach Prozessierung zusammen mit Eigen-MHC-
Klasse-II prisentiert. CD4 " -T-Helfer-Zellen initiieren nach Bindung an den MHC-II-Antigen-
Komplex die fiir AbstoBungen typische Immunantwort und sind somit fiir die Aufrechterhaltung
einer AbstoBung verantwortlich (Helderman und Goral 2001).

Wie unter Punkt 1.1.1 geschildert, ist zusétzlich zur Bindung des TZR an MHC eine
Costimulierung erforderlich. Erst nach dem Zusammenwirken von erstem und zweitem Signal
erfolgt die Aktivierung der T-Zelle, die mit der Produktion von Zytokinen verbunden ist. Fiir die
AbstoBungsreaktion sind vor allem IL-2 und IFN-y relevant. IL-2 ist fiir die Aktivierung von T-
Zellen notig (drittes Signal), wiahrend IFN-y die Aktivitit von APZ erhoht und Makrophagen
aktiviert, die ihrerseits Gewebsentziindungen auslosen (Lechler et al. 1990). Dariiber hinaus
induziert IFN-y die Expression von MHC-II-Molekiilen auf Gefdfendothel- und
Parenchymzellen. Die dadurch vergroferte Anzahl an T-Zell-Stimuli im Transplantat forciert die
AbstoBung (Neumayer 2001).
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AbstofBungsreaktionen werden anhand des Zeitpunkts des Auftretens nach Transplantation und
nach klinischen und histologischen Kriterien in hyperakute, akute und chronische Abstoflungen
eingeteilt. Die pathologische Unterscheidung erfolgt mit Hilfe der Banff-Klassifikation (Racusen
et al. 1999).

Hyperakute Abstofsungen ereignen sich innerhalb von Minuten bis wenige Stunden nach
Reperfusion des Transplantats und werden durch préformierte anti-HLA-Klasse I (IgG) oder
anti-ABO-Antikorper ausgeldst. Die Antikorper binden an Endothelzellen in den Gefdllen des
Transplantats, aktivieren das Komplementsystem und fiihren letztlich zur Gefallthrombose.
Durch ein negatives crossmatch im Vorfeld der Transplantation ldsst sich diese Form der
Abstoflung heute weitestgehend vermeiden. Dabei wird Serum des Patienten mit B- und T-Zellen
einer reprisentativen Mischung von verschiedenen Personen (panel) inkubiert und auf An- bzw.
Abwesenheit von priaformierten Antikdrpern (panel reactive antibodies, PRA) untersucht
(Katznelson et al. 2001).

Akute Abstoffungen treten innerhalb weniger Wochen, aber auch noch mehrere Monate nach
Transplantation auf. Etwa 90 % der Félle sind zelluldre AbstoBungen, unter Beteiligung von
CD4'-T-Zellen (in der Anfangsphase), CD8"-T-Zellen (im weiteren Verlauf), Natiirlichen
Killerzellen (NKZ), IL-2 und IFN-y. In 5-10 % der Fille handelt es sich um Antikorper
vermittelte humorale Abstoungen, deren Therapie sich relativ schwierig gestaltet.

Bei Nierentransplantationen ist als klinisches Symptom oftmals nur ein Anstieg des
Serumkreatinins festzustellen, der allgemein auf eine Verschlechterung der Nierenleistung
hinweist und auch Folge einer Medikamentenintoxikation sein kann. FEine sichere
Diagnosemoglichkeit bietet die perkutane Nierenbiopsie (Solez et al. 1985). Ein markanter
Anhaltspunkt im Biopsat fiir eine aktuelle akute AbstoBung ist die Infiltration von Leukozyten in
die Nierentubuli. Die Therapie erfolgt primdr mit einer Bolusinjektion von zumeist 500 mg
Prednisolon. Bei steroidresistenten Abstoungen kommen mono- oder polyklonale Antikérper
zum Einsatz (Helderman und Goral 2001, Neumayer 2001).

Die chronische Abstoffung (chronische Transplantatnephropathie) tritt meist nach Monaten bis
Jahren auf und ist die Hauptursache fiir einen Transplantatverlust. Die zugrunde liegenden
Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer chronischen AbstoBung sind vielfiltig und nicht
endgiiltig geklart. Man unterscheidet Alloantigen-abhéngige und —unabhingige Ausldser.

Tabelle 1: Beispiele fiir Risikofaktoren bei der Entstehung einer chronischen Transplantatabstofsung.

Alloantigen-abhéngig Alloantigen-unabhingig
akute AbstofBungen verzogerte Funktionsaufnahme des
Transplantats
HLA-mismatches Spenderalter
Anzahl préformierter Antikdrper reduzierte Nierenmasse
suboptimale Immunsuppression CMV-Infektion
mangelnde Patienten-Compliance pharmakainduzierte Neurotoxizitit

Die chronische AbstoBung eines Nierentransplantats dufert sich vor allem in Verdnderungen in
GefaBen, Tubuli, Glomeruli und im Interstitium. Dazu zihlen die Bildung einer Neointima,
Intimafibrose, ischdmische Glomerulopathie, interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie. Die
chronische Transplantatnephropathie ldsst sich auch als langsamer progredienter
Entziindungsprozess interpretieren. Zur Behandlung der chronischen AbstoBung stehen derzeit
keine medikamentdsen Optionen zur Verfiigung, so dass es sich um ein Hauptproblem der
Transplantationsmedizin handelt (Kasiske 2001, Nast und Cohen 2001).
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1.3 Ciclosporin

1.3.1 Chemische Eigenschaften

Ciclosporin ist ein zyklisches Undecapeptid, das vom Pilz Tolypocladium inflatum Gams
gebildet wird. Alle Aminosduren dieses Peptids liegen in der S-Konfiguration der natiirlichen L-
Aminosduren vor, aufler dem R-konfigurierten D-Alanin in Position 8. Mit Ausnahme der
Positionen 2, 5, 7 und 8 sind alle Aminosduren N-methyliert (Wenger 1990). An Position 1
befindet sich mit N-Methyl-4-butenyl-4-methyl-threonin (MeBmt) eine bis dahin unbekannte
Aminosdure, die fiir die Wirksamkeit von Ciclosporin von entscheidender Bedeutung ist.
Geringfiigige Verdnderungen an dieser Aminosdure, wie N-Demethylierung zu Bmt haben
Wirkungseinbuflen bzw. einen Wirkverlust zur Folge (Wenger 1986). Insgesamt sind die
Aminoséuren an den Positionen 1, 2, 3 und 11 sowie die cyclische Struktur des Molekiils fiir die
immunsuppressive Wirkung verantwortlich.

(10) MeLeu (11) MeVal | (1) MeBmt  (2) Abu
CH HO CH,
C\:Hs N/ >0 H, O
0 N N N N/CH3
o | 0] (3) Sar
CH,
(9) MeLeu N (6]
s H CH (0] CH
H,C lll 3 [ 3 (o] N,
o N N CH,
CH, | o) |
o) A H
(8) D-Ala (7) Ala (6) MeLeu (5) val (4) MeLeu

Abbildung 2: Strukturformel von Ciclosporin

Ciclosporin ist ein weilles bis nahezu weilles, feinkristallines Pulver. Die Substanz ist sehr
lipophil mit einer Loslichkeit in Wasser (25 °C) von 0,04 mg/g, in Ethanol (25 °C) von tiber 100
mg/g und in physiologischer Kochsalzlosung (22 °C) von 1 mg/g. Das Molekulargewicht betrigt
1202 Dalton.

1.3.2 Pharmakodynamik

Ciclosporin zdhlt wie auch Tacrolimus (FK506) zur Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren.
Calcineurin ist eine Calcium- und Calmodulin-abhéngige Serin-Threonin Phosphatase (Fruman
et al. 1992), die im menschlichen Organismus vor allem im Gehirn (Stemmer und Klee 1991),
aber auch in der glatten Muskulatur (Fraser und Walsh 1995), den Nieren (Tumlin 1997) und in
T-Zellen (Kincaid et al. 1987, Alexander et al. 1988) lokalisiert ist. Es erfiillt im Organismus
zahlreiche Aufgaben, wie die Signaltransduktion in T-Zellen, Neurotransmitterfreisetzung im
Gehirn und Regulation der Na'-K'-ATPase in den Nephronen. Das Enzym besteht aus einer
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katalytischen (A) und einer regulatorischen (B) Einheit. Das aktive Zentrum ist unter
Ruhebedingungen durch eine autoinhibitorische Domine blockiert. Durch einen intrazelluldren
Anstieg von Calciumionen (Ca*") kann Calmodulin an die A-Untereinheit binden, wodurch das
aktive Zentrum des Enzyms freigegeben wird. In Folge der Aktivierung von Calcineurin kommt
es zur Dephosphorylierung zahlreicher Transkriptionsfaktoren, darunter auch des nuclear factor
of activated T-cells (NFAT) (Loh et al. 1996, Luo et al. 1996). NFAT, wie auch AP-1 und NFxB
sind flir die Transkription der Gene zahlreicher Zytokine (u.a. IL-2, IFN-y) erforderlich, die
ihrerseits T-Zellen aktivieren (Rao 1995).

Erkennt und bindet eine T-Zelle ein spezifisches Antigen, prdsentiert zusammen mit einem
MHC-Molekiil, so wird iiber eine Tyrosinkinase die Phospholipase-Cy (PLCy) aktiviert. Diese
katalysiert die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu Diacylglycerol
(DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). DAG aktiviert die Proteinkinase-C (PKC), die an der
Synthese nukledrer Regulationselemente wie den Protoonkogenen c-fos und c-jun beteiligt ist.
IP; setzt Ca®" aus seinem intrazelluliren Speicher, dem endoplasmatischen Retikulum, frei
(Clapham 1995). Ca*" bindet an Calmodulin und dieser Ca**-Calmodulin-Komplex aktiviert
unter anderem Calcineurin (Fruman et al. 1992).

Tyrosin-
kinase

Protein- Endoplasm. | @
kinase C | | Retikulum

IL-2, TNF-o,
IFN-y, IL-4

Abbildung 3: Intrazelluldire Signaltransduktion bei der T-Zell-Aktivierung (nach Helderman und Goral
2001); Erklirung im Text.

Diese intrazelluldre Reaktionskaskade wird von Ciclosporin unterbrochen. Es bindet in T-Helfer-
Zellen an ein zytoplasmatisches immunkompetentes Protein (Immunophilin) namens Cyclophilin
(Morris 1994). Dies ist eine Prolyl-cis-trans-Isomerase (Rotamase), die fiir die Proteinfaltung
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verantwortlich ist. Die Bindung von Ciclosporin an Cyclophilin ist nicht fiir die
immunsuppressive Wirkung verantwortlich. Vielmehr lagert sich der Ciclosporin-Cyclophilin-
Komplex an Calcineurin an und bildet somit einen terndren Komplex (Liu et al. 1991, Clipstone
und Crabtree 1992). Durch diese Komplexierung ist Calcineurin nicht mehr in der Lage, den
zytosolischen NFAT zu dephosphorylieren. Somit unterbleibt die Translokation des NFAT in
den Nukleus und folglich auch die Gentranskription von IFN-y, Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-
a) und zahlreicher Interleukine, vor allem des IL-2. Als Konsequenz wird die Aktivierung und
Proliferation von T-Zellen gehemmt. Die Calcineurin-Inhibition steht in direktem Bezug zur
Konzentration von Ciclosporin im Blut und erreicht ein Maximum von 70-96 % im Bereich der
Ciclosporin-Maximalkonzentration (Halloran et al. 1999). Es kommt demzufolge nur zu einer
partiellen Hemmung. Die spezifische Wirkung von Ciclosporin ist durch das ausschlieBliche
Vorkommen von NFAT in T-Zellen bedingt. Die Aktivitit phagozytierender Zellen und damit
die Abwehr von Bakterien wird kaum beeinflusst.

Ciclosporin ist indiziert zur Prophylaxe der Transplantat-AbstoBung nach allogenen
Transplantationen von Niere, Leber, Herz, Herz-Lunge, Lunge, Pankreas und nach
Knochenmark-Transplantationen. Weitere zugelassene Anwendungsgebiete sind schwere
therapieresistente Formen der Psoriasis, der atopischen Dermatitis, schwere endogene Uveitis,
schwere aktive rheumatoide Arthritis und steroidabhédngiges und steroidresistentes nephrotisches
Syndrom. Dariiber hinaus wurde Ciclosporin bei zahlreichen Autoimmunerkrankungen, wie
entziindlichen Darmerkrankungen, Morbus Thygeson und Behcet-Krankheit, erfolgreich getestet
(Lim et al. 1996, Robert et al. 2001, Hanauer und Present 2003).

1.3.3 Unerwiinschte Wirkungen

Die unerwiinschten Wirkungen von Ciclosporin sind in der Regel dosisabhingig, reversibel und
sprechen auf eine Dosisreduktion an. Eine optimale Therapiesteuerung kann deshalb die Rate
unerwiinschter Wirkungen senken.

Als hiufigste Komplikation tritt eine Verschlechterung der Nierenleistung auf, die sich im
Anstieg der Serumspiegel von Kreatinin und Harnstoff duflert. Bei der akuten Nephrotoxizitét
handelt es sich vorwiegend um funktionelle Verdnderungen. Durch eine Erhéhung des
vaskuldren Widerstands kommt es zu einer Verminderung des renalen Blutflusses und dem
Absinken der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) (Bennett 1996, Olyaei et al. 1999). Die
Erhohung des vaskuldren Widerstands ist die Folge einer Vasokonstriktion der afferenten
Gefille, ausgeldst durch eine Verschiebung des Gleichgewichts von vasodilatatorischen und —
konstriktorischen Mediatoren zugunsten letzterer (Van Buren et al. 1994). Prominent sind der
Anstieg von Thromboxan A; (TxA;) und Endothelin, sowie die Reduktion von dilatierenden
Prostaglandinen und NO (Rodicio 2000).

Die chronische Nephrotoxizitit ist dagegen mit strukturellen Verdnderungen, wie Vergroflerung
des Mesangiums, interstitieller Fibrose und schlieBlich irreversibler Nephrosklerose verbunden
(Kopp und Klotman 1990, Andoh und Bennett 1998). Das Risiko einer ernsthaften
Einschrinkung der Nierenfunktion nimmt bei Comedikation nephrotoxischer Arzneimittel
(nichtsteroidale Antiphlogistika, Aminoglykoside) zu.

Eine hdufig beobachtete Nebenwirkung ist die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie. Auch
hier spielt die Dysbalance von vasokonstriktorischen und —dilatatorischen Mediatoren eine
bedeutsame Rolle (Zeier et al. 1998, Oriji 2003). In der Frithphase der Hypertonie ist ein
erhohter Symphatikustonus (Grobecker et al. 1995), im weiteren Verlauf auch eine
Hyperreaktivitit auf vasokonstriktorische Reize beteiligt (Textor et al. 1994). Die Verminderung
der GFR fiihrt zu einer Natrium- und Wasserretention, die ebenfalls zum Anstieg des Blutdrucks
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beitrdgt (Koomans und Ligtenberg 2001). Bei intravendser Gabe von Ciclosporin zeigt auch der
Emulgator Chremophor EL hypertensives Potential (Brunkwall und Bergqvist 1993, Hardy et al.
2000). Die Behandlung der Hypertonie bietet bei kombiniertem Einsatz von Calcium-
Antagonisten und Diuretika die besten Erfolgsaussichten (Rahn et al. 1999, Kew und Curtis
2000). Nifedipin ist dabei kontraindiziert, da es Gingivahyperplasie hervorrufen kann. Diese
zahlt zu den héufigen unerwiinschten Wirkungen von Ciclosporin. Kaliumsparende Diuretika
sollen ebenfalls nicht angewendet werden, da Ciclosporin zu einer Hyperkalidmie fithren kann.
Weitere héaufig beobachtete unerwiinschte Wirkungen sind u.a. Hyperlipiddmie, neurologische
Beschwerden (Tremor, Pardsthesien der Extremitéten) und Hypertrichose.

1.3.4 Pharmakokinetik

1.3.4.1 Absorption und Bioverfiigbarkeit

Die Pharmakokinetik von Ciclosporin ist durch eine ausgeprédgte inter- und intraindividuelle
Variabilitit gekennzeichnet (Freeman 1991, Fahr 1993). Ein wichtiger Einflussfaktor ist die
schwankende und unvollstindige Resorption von Ciclosporin aus dem Gastrointestinaltrakt
(GIT) (Kahan 1989, Drewe et al. 1992). Die Aufnahme des Wirkstoffs hdngt ihrerseits von der
Geschwindigkeit der Magenentleerung (Drewe et al. 1992), der Resorptionsfliche des Darms,
der Darmdurchblutung, dem pH-Wert der Formulierung und des Darminhalts (Kahan 1999 b),
der Zusammensetzung und Menge der Galle- und Pankreassekretion (Tredger et al. 1988, Fahr
1993) und vom Ausmal der intestinalen Metabolisierung (Tjia et al. 1991) ab. Dariiber hinaus
spielt die Nahrungsaufnahme eine wichtige Rolle. Fettreiche Mahlzeiten im Zusammenhang mit
der Applikation von Ciclosporin konnen die Resorption deutlich erhéhen (Gupta et al. 1990,
Honcharik et al. 1991). Der Einfluss von Nahrung ist jedoch bei verschiedenen Ciclosporin-
Formulierungen unterschiedlich ausgepriagt (Mueller et al. 1994 a). Ciclosporin ist auerdem ein
Inhibitor der Multidrug Efflux Pumpe P-glykoprotein (P-gp) (Hooiveld et al. 2000). Dieses
Transportsystem erfiillt eine effiziente Barrierefunktion (Seelig und Landwojtowicz 2000) und
ist entsprechend an der Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Testis-Schranke beteiligt (Schinkel et
al. 1999). Sie ist aber auch hochkonzentriert in Enterozyten des Diinndarms (Benet et al. 1999),
in der Leber und in der Niere zu finden, wo sie exkretorisch wirkt. Ciclosporin induziert
dosisabhingig und reversibel renales (Liu und Brunner 2001) und hepatisches P-gp (Bai et al.
2001 a) bei Ratten. Intestinales P-gp schleust Substrate direkt ins Darmlumen zuriick und ist
deshalb fiir Schwankungen in der Bioverfligbarkeit einer Reihe von Pharmaka verantwortlich
(Hooiveld et al. 2000). Bei einem darmtransplantierten Patienten wurde die auffallend niedrige
Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin mit einer sehr hohe P-gp-Aktivitit im Ileum in Verbindung
gebracht (Kaplan et al. 1999). Die gezielte Inhibierung von P-gp zur Uberwindung von
Multidrug-Resistenzen galt in der Chemotherapie als viel versprechender Ansatz. In vitro war es
moglich, durch den Einsatz des Cyclosporin D-Analogons Valspodar Resistenzen gegen
zytostatische Wirkstoffe zu tiberwinden (Mueller et al. 1997). In klinischen Studien an groBeren
Patientenkollektiven konnte die Wirksamkeit von Valspodar allerdings nicht bestédtigt werden
(Gruber et al. 2003, Thomas und Coley 2003).
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Abbildung 4: Potentielle Einflussfaktoren auf die Pharmakokinetik von Ciclosporin (nach Christians et
al. 2000).
Auf einige dieser Einflussfaktoren soll im folgenden stichpunktartig néher eingegangen werden.

Alter: Kinder bendtigen eine hohere Ciclosporin-Dosierung als Erwachsene (Humbert et al.
1994), u.a. aufgrund der kleineren Resorptionsflache und einer hoheren Clearance.

Grunderkrankung: Transplantationspatienten, die unter Diabetes mellitus leiden, resorbieren
Ciclosporin zum Teil schlechter als Patienten ohne Diabetes (Chapman et al 1996).

Ethnische Zugehdrigkeit: Afroamerikaner weisen gegeniiber Kaukasiern eine signifikant
erniedrigte Resorption auf (Lindholm et al. 1992, Lindholm und Kahan 1993).

Diidt: Neben den bereits geschilderten signifikanten Auswirkungen von fettreicher Erndhrung,
beeinflussen zahlreiche Nahrungs- und Genussmittel die Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin. Dazu
zahlen u.a. Grapefruitsaft (Enzyminhibitor) (Kane und Lipsky 2000), Apfelsaft (Henney 2000)
und Rotwein (Tsunoda et al. 2001).

Begleitmedikation: Neben den hinlidnglich bekannten CYP450-Inhibitoren (Calcium-
Antagonisten, Makrolidantibiotika) und —induktoren (Barbiturate, Antiepileptika) sorgte in
jingerer Vergangenheit Johanniskraut (Hypericum perforatum) fiir Furore. Nach kurzfristiger
Einnahme eines hypericinhaltigen Medikaments halbierten sich bei Herztransplantierten die
Ciclosporinspiegel mit resultierender OrganabstoBung (Ruschitzka et al. 2000). Hypericin ist ein
Enzyminduktor.

Zeit nach Transplantation: Ciclosporin offenbart eine zeitabhéngige Resorption. In einer Studie
an 86 de novo nierentransplantierten Patienten sank auch noch 12 Wochen postoperativ die zur
Aufrechterhaltung einer konstanten Fliache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC)
benétigte Dosis Sandimmun®, d.h. die Bioverfiigbarkeit stieg in diesem Zeitraum stetig an. Unter
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Therapie mit Sandimmun® Optoral waren die Ciclosporinspiegel bereits nach 4 Wochen stabil
(Taesch und Neise 1994, Kovarik et al. 1996 a). Die steigende Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin
konnte bei Nierentransplantierten mit einer verbesserten Absorption des praoperativ urdmischen
Gastrointestinaltrakts zusammenhingen (Danovitch 2001).

Transplantiertes Organ: Im Vergleich zur Nierentransplantation ist die Absorption von
Ciclosporin bei Knochenmark-Transplantationen aufgrund von GIT-Stérungen reduziert. Dies ist
auch bei Lebertransplantationen der Fall, hier aber aufgrund der beeintrachtigten Gallefunktion
(Johnston et al. 1997). Unter der Therapie mit Optoral zeigten sich hier, im Unterschied zu
Sandimmun®, keine Abweichungen, da mit dieser neuen Formulierung eine von Galle
unabhéngige Resorption gewihrleistet ist (Mueller et al. 1995, Levy 1999).

Der Einfluss der Formulierung auf die Bioverfligbarkeit von Ciclosporin wird unter Punkt 1.3.5
gesondert behandelt.

1.3.4.2 Metabolisierung und Ausscheidung

Ciclosporin wird iiber Enzyme der Cytochrom-P450-Superfamilie (CYP450) verstoffwechselt.
Beim Menschen erfolgt dies primér {iber die Isoform CYP-3A4 (Benet et al. 1999), bei der Ratte
dagegen liber CYP-3A2 und CYP-2C11 (Brunner et al. 2000). Die Enzymverteilung und damit
die Pharmakokinetik ist bei Ratten vom Alter und Geschlecht der Tiere abhingig. Weibchen
zeigen eine geringere Bioverfiigbarkeit bei deutlich hoherer Konzentration an P-gp (Molpeceres
et al. 2000). Beim Menschen sind keine geschlechtsspezifischen Abweichungen bekannt.
Ciclosporin wird nicht nur in der Leber, sondern zu einem Grofteil bereits im Darm
metabolisiert (Kolars et al. 1991, Hoppu 1991, Wu et al. 1995). CYP-3A4 ist neben seinem
hepatischen Vorkommen auch hochkonzentriert in den Enterozyten der Darmwand lokalisiert,
wo es zusammen mit P-gp offenbar als intestinale Barriere fungiert. Erkrankungen des Darms,
wie Morbus Crohn, konnen deshalb bedeutsame Auswirkungen auf die Bioverfiigbarkeit haben
(Brynskov et al. 1992). Die Verteilung im Korper ist, bedingt durch die ausgeprégte Lipophilie
von Ciclosporin, in der Leber, dem Pankreas und dem Fettgewebe am hochsten. 50 — 70 % der
Gesamtdosis von Ciclosporin sind im Blut zelluldr gebunden, der Rest iiberwiegend an
Lipoproteine. Vom zelluldr gebundenen Anteil sind ca. 80 % an Erythrozyten lokalisiert
(Hinderling 1997). Ciclosporin wird iiberwiegend bilidr und nur zu 6 % renal ausgeschieden
(Maurer und Lemaire 1986). Die Verstoffwechselung im Darm ist in ihrer Kapazitét limitiert und
scheint absittigbar (Lindberg-Freijs und Karlsson 1994). Damit ist der first-pass-Metabolismus
von Ciclosporin direkt von der Resorptionsgeschwindigkeit und folglich auch von der Galenik
der Arzneiform abhéngig.

Die Nomenklatur der Metaboliten wurde 1990 auf einer Consensus Konferenz vereinheitlicht
(Kahan et al. 1990). Die Metaboliten werden nach der, von der Metabolisierung betroffenen
Aminoséure (AS) benannt, entsprechende Suffixe kennzeichnen die Art der Reaktion.

« Kein Suffix = Hydroxylierung

« N =N-Demethylierung

« ¢ =Cyclisierung

. AL, A = Oxidation bis zum Aldehyd bzw. zur Carbonsiure

So deutet beispielsweise die Bezeichnung AM4N auf eine N-Demethylierung der AS an Position
4 hin, AM1 entsteht durch Hydroxylierung der AS an Position 1 (1-f) und AMIc resultiert aus
dem Ringschluss des Restes der ASI.
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Bis heute wurden iiber 40 verschiedene Metaboliten isoliert, die alle die intakte Peptidstruktur
der Muttersubstanz aufweisen und sich von drei Hauptmetaboliten ableiten: AM1, AM9 und
AMA4N (Christians et al. 1991 a, Khoschorur et al. 1998, Hamwi et al. 2000). Diese primédren
Metaboliten entstehen direkt aus Ciclosporin durch Hydroxylierung bzw. N-Demethylierung und
sind im Blut von Nierentransplantierten vorherrschend (Kovarik et al. 1994 a). AMlc nimmt
aufgrund seiner Cyclisierung eine Sonderstellung unter den Metaboliten ein. In vitro konnte
gezeigt werden, dass die Entstehung direkt aus Ciclosporin aber auch iiber AMI1 erfolgt
(Christians et al. 1991 a). Zahlreiche Arbeitsgruppen haben sich mit der Untersuchung
immunsuppressiver und toxischer Wirkungen der Metaboliten beschiftigt. Radeke und Kollegen
wiesen in glomeruliren Mesangialzellen einen signifikant antiproliferativen Effekt bei
Kombination der drei Hauptmetaboliten nach (Radeke et al. 1991). Unter Einbeziehung
sekunddrer Metaboliten wurde ein synergistischer Effekt erzielt. Die verwendeten
Konzentrationen entsprachen denen im Urin lebertransplantierter Patienten. Mehrere einzelne
Metaboliten (u.a. AM1, AM9, AMIc) zeigten in vitro einen hemmenden Effekt auf stimulierte
Rattenlymphozyten. AM1 erreichte 20 % der immunsuppressiven Aktivitéit des Ciclosporins und
scheint in vivo die wichtigste Rolle unter den Metaboliten zu spielen (Radeke et al. 1992). AM1
und in geringerem Ausmall auch AM9 und AM4N wirkten in einer Kultur humaner Leukozyten
inhibitorisch auf deren Aktivitidt (Rosano et al. 1986). AM1 und AM9 reduzierten auch die
DNA-, RNA- und Proteinsynthese in Mesangialzellen von Schweinen (Cole et al. 1989). Bei
Psoriatikern, die unter Ciclosporintherapie an nephrotoxischen Begleiterscheinungen litten,
waren nach 7 Wochen die AM1-Konzentrationen im Vergleich zur Basislinie signifikant erhoht
(Furlanut et al. 1996). Lebertransplantierte mit Nephrotoxizitdt wiesen signifikant gesteigerte
Spiegel von AMIc9 und AMI19 im Vergleich zu Patienten ohne diese Ciclosporin-
Nebenwirkung auf (Christians et al. 1991 b). Cholestase und AbstoBungsperioden der Leber
waren mit einem Anstieg der AM19 und AM1A Werte assoziiert (Christians et al. 1991 c). Diese
Daten attestieren verschiedenen Metaboliten das Potential, zur immunsuppressiven Wirkung von
Ciclosporin aber auch zu dessen unerwiinschten Wirkungen beizutragen.

1.3.5 Wechselwirkungen von Ciclosporin mit anderen Substanzen

Ciclosporin wird im Darm und in der Leber durch CYP-3A-Enzyme intensiv metabolisiert.
Dadurch ergeben sich Interaktionen mit zahlreichen Substanzen, die ebenfalls iiber dieses
Enzymsystem verstoffwechselt werden bzw. dessen Aktivitit hemmen oder induzieren.
Enzyminhibitoren (Calcium-Antagonisten, Ketokonazol, orale Kontrazeptiva, Makrolid-
Antibiotika, u.a.) konnen die Blutspiegel von Ciclosporin erhohen, Enzyminduktoren
(Antiepileptika, Rifampicin, Metamizol, Hypericin, u.a.) filhren dagegen zu einer Absenkung.
Die Beeinflussung der Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin kann in einer Unter- oder
Uberdosierung resultieren und dadurch zu einer AbstoBung des Transplantats oder zu schweren
Nebenwirkungen fiihren. Bei der Kombination mehrerer Immunsuppressiva ist das erhohte
Infektionsrisiko und die Gefahr der Bildung maligner Neoplasmen zu beachten. Die gleichzeitige
Gabe nierenschidigender Pharmaka (Aminoglykoside, nichtsteroidale Antiphlogistika, u.a.) kann
die nephrotoxische Wirkung von Ciclosporin verstirken. Aus der Comedikation von CSE-
Hemmern (Statine), Digoxin oder Diclofenac mit Ciclosporin kann in einer Verschlechterung der
Clearance resultieren. Die Kombination von Diclofenac mit Ciclosporin kann zu einem
signifikanten Anstieg der Bioverfiigbarkeit des Antiphlogistikums fithren (Kovarik et al. 1996 b).
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1.3.6 Galenik ciclosporinhaltiger Formulierungen

Ciclosporin wurde in den 1980er Jahren als Sandimmun® in Form von Kapseln und einer Losung
in den Handel gebracht. Der Wirkstoff liegt in Maiskeimdl geldst vor. Nach peroraler
Applikation bildet sich im Magensaft mit Hilfe von Gallensalzen eine Ol-in-Wasser (o/w)
Emulsion. Die Oltrépfchen werden von Pankreaslipase verdaut und Ciclosporin in den
entstehenden Monoglyceriden mit Gallensalzen unter Bildung von Mischmizellen solubilisiert.
Aus diesen Mizellen wird Ciclosporin letztlich resorbiert (Vonderscher und Meinzer 1994,
Gershanik und Benita 2000). Die Absorption von Ciclosporin aus Sandimmun® hingt somit ganz
entscheidend vom Gallenfluss ab. Fettreiche Nahrung fiihrt zu einer vermehrten Gallensekretion
und kann somit die Bioverfligbarkeit von Ciclosporin deutlich vergréern (Ptachcinski et al.
1985, Gupta et al. 1990, Mueller et al. 1994 a). Insgesamt stellt die groe pharmakokinetische
Variabilitit ein Problem in der Therapie mit Sandimmun® dar. Gerade in der friihen
postoperativen Phase ist das Erreichen der Zielspiegel durch die geringe und variable Resorption
von Ciclosporin erschwert (Lemaire et al. 1990, Lindholm 1991). Dies gilt insbesondere fiir
Lebertransplantationen, bei denen eine anfinglich eingeschriankte Organfunktion und eine
externe Gallendrainage Resorptionsprobleme nach sich ziehen (Mehta et al. 1988). Aus diesem
Grund wird in den ersten postoperativen Tagen hdufig auf die intravendse Gabe von Ciclosporin
ausgewichen. Diese ist allerdings mit verstirkten neurologischen und renalen Komplikationen
verbunden (Haller 1996). Zudem besitzt der, fiir die parenterale Applikation verwendete
Emulgator Chremophor EL ein hypertensives Potential (Brunkwall und Bergqvist 1993, Hardy et
al. 2000).

Mit der Entwicklung von Sandimmun® Optoral (internationale Bezeichnung: Sandimmun®
Neoral) konnte diesen Schwierigkeiten begegnet werden. Optoral ist ein self-microemulsifying-
drug-delivery-system (SMEDDS). Der Wirkstoff ist gelost in Maisolglyceriden, dem hydrophilen
Losungsmittel Propylenglykol, dem Antioxidans Tocopherol und dem Emulgator Macrogol-
Glycerolhydroxystearat (HLB 14-16) (Novartis Pharma 2002). Nach dem Auflosen der Kapseln
bildet sich im wéssrigen Milieu des Magens spontan eine Mikroemulsion (Gershanik und Benita
2000). Eine Mikroemulsion enthilt, wie auch eine normale Emulsion, hydrophile, lipophile und
amphiphile Komponenten, jedoch in einem eng begrenzten Mischungsverhiltnis. Im Gegensatz
zu normalen Emulsionen, die grundsitzlich ein Mehrphasensystem nicht mischbarer
Fliissigkeiten darstellen, bildet sich bei Optoral ein klares, thermodynamisch stabiles
Einphasensystem (Vonderscher und Meinzer 1994), das einer echten LoOsung relativ nahe
kommt. Allerdings haben Mikroemulsionen auch Eigenschaften, wie sie von Emulsionen
bekannt sind (Tyndalleffekt), so dass eine Zuordnung schwer fallt.

Die Emulgierung durch Gallensalze ist fiir die Resorption von Optoral nicht mehr nétig (Mueller
et al. 1995, Levy 1999). In zahlreichen Patientenkollektiven zeigte Optoral eine, dem
Sandimmun® signifikant {iberlegene Bioverfiigbarkeit. Eine hohere und gleichzeitig weniger
variable Fliache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (area under the curve, AUC) konnte in
Studien an Nieren- (Keown et al. 1998 a, Cole et al. 1998), Leber- (Hemming et al. 1996, Otto et
al. 1998), und Herztransplantierten (Eisen et al. 1999) nachgewiesen werden. Diese
Uberlegenheit war bemerkenswerterweise auch bei bekannten Sandimmun®-Malabsorbern zu
finden (Firber et al. 1994, Belitzky et al. 2000). Die Umstellung vom klassischen Sandimmun®
auf Sandimmun® Optoral hat keine negativen Auswirkungen auf die Sicherheit und
Vertrdglichkeit (Neumayer et al. 1996). Vielmehr war die Therapie mit Optoral im Vergleich zu
Sandimmun® mit einer signifikant niedrigeren Inzidenz akuter AbstoBungen verbunden (Keown
et al. 1998, Mahalati et al. 1999, Grant et al. 1999). Eine Meta-Analyse von knapp 50 Studien, in
denen der Therapieeffekt unter Sandimmun® mit Optoral verglichen wurde, bestitigte diese
Erkenntnis (Shah et al. 1999). Die verbesserte Bioverfiigbarkeit sowie die reduzierte Variabilitét
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von Optoral sind eventuell in einem beschleunigten transepithelialen Transport vom Darmlumen
in das Pfortaderblut begriindet. Dadurch konnte die Kapazitit des intestinalen CYP-3A4-
Metabolismus wie auch die Effluxleistung von P-gp iiberschritten werden (Lindberg-Freijs und
Karlsson 1994, Kahan 1998). Generell wurde eine hohe Variabilitét in der Bioverfiigbarkeit von
Ciclosporin als Risikofaktor fiir akute (Savoldi et al. 1997) und chronische AbstoBungen (Kahan
1998) identifiziert, die zudem einen Anstieg der Behandlungskosten nach sich zieht (Belitzky et
al. 2000, Kahan et al. 2000 a).

1.3.7 Therapeutic Drug Monitoring (TDM)

Neben der intra- und interindividuellen Variabilitdt wirkt sich ein schmales therapeutisches
Fenster komplizierend auf die Anwendung von Ciclosporin aus, d.h. der Bereich zwischen
subtherapeutischen und toxischen Konzentrationen ist relativ eng. Eine einheitliche Dosierung
aller Patienten ist aus diesem Grund nicht moglich und die Einstellung anhand von
Blutspiegelbestimmungen unerlédsslich. Die AUC gibt das Ausmall wieder, mit dem der
Wirkstoff im systemischen Kreislauf verfiigbar wird und stellte sich als empfindlichster
Pradiktor fiir den therapeutischen Effekt von Ciclosporin heraus (Keown et al. 1998 b). Die
Messung einer vollen Kinetik tiber 12 oder 24 Stunden ist in der klinischen Routine nicht
praktikabel und aufgrund der héufigen Blutentnahmen auch den Patienten nicht zumutbar. Zur
Dosisfindung hat sich deshalb eine Einpunktmessung etabliert, bei welcher der Talblutspiegel
(Co) herangezogen wird (Oellerich et al. 1995). Dies ist die Blutkonzentration von Ciclosporin
12 Stunden nach Einnahme der letzten Medikation und damit direkt vor erneuter Applikation
(12-Stunden-Dosierungsintervall). Der GroB3teil der Patienten konnte mit dieser Methode addquat
therapiert werden. Allerdings gab es auch Patienten, die AbstoBungsepisoden erlitten obwohl ihr
Cop innerhalb des Zielbereichs lag. Dies wire ein Indiz fiir Unterdosierung trotz vermeintlich
optimaler Einstellung. Ebenso war oftmals ein Anstieg des Serumkreatinins zu verzeichnen. Dies
kann einerseits die Folge einer Uberdosierung und damit der nephrotoxischen Wirkung des
Ciclosporins sein aber auch auf eine Abstoungsreaktion und damit Unterdosierung hinweisen.

Mit der Einfihrung von Optoral konnte im Vergleich zum klassischen Sandimmun® die
Korrelation des Talspiegels zur Gesamtexposition verbessert werden (Mueller et al. 1994 b).
Dariiber hinaus zeichnet sich Optoral durch eine erhohte und gleichméBigere Bioverfiigbarkeit
aus. Sowohl die AUC als auch die Maximalkonzentrationen (Cpax) unterliegen geringeren
Schwankungen. In verschiedenen Konversionsstudien stellte sich heraus, dass sich die
verbesserte Bioverfiigbarkeit nicht in erhohten Talspiegeln duferte (Kovarik et al. 1994 b). Die
Co-Spiegel korrelierten trotzdem insgesamt nur mafig mit der Gesamtexposition (Meyer et al.
1993, Mahalati et al. 1999). Aus diesem Grund suchte man nach neuen Mdglichkeiten des
therapeutic drug monitorings, die eine minimale AbstoBungsrate bei gleichzeitig minimaler
Toxizitdt gewéhrleisten.

Johnston und Kollegen konnten mit einer Dreipunktmessung (3.5, 8 und 10 h nach Einnahme)
eine Ubereinstimmung von 99 % zur Gesamtexposition an nierentransplantierten Patienten
erzielen (Belitzky et al. 2000). Wiederum war es diese Arbeitsgruppe, die in einer Analyse der
pharmakokinetischen Daten von Nieren- und Herztransplantierten nachwies, dass die intra- und
interindividuelle Variabilitdt innerhalb der ersten 4 Stunden nach Optoral-Applikation am
groBten ist (Johnston et al. 2000).
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Abbildung 5: Konzentrations-Zeit-Kurven von Patienten nach Einnahme von Sandimmun® Optoral. Die
interindividuelle Variabilitdt ist in den ersten 4 Stunden nach Applikation am hochsten.
(prdsentiert von B. Nashan beim Myproms-Meeting am 24.01.02, Berlin 2002)

Eine addquate Ciclosporin-Absorption wihrend dieser Phase ist fiir eine erfolgreiche
AbstoBungsprophylaxe unerldsslich, zumal eine hohe Variabilitit mit einem gesteigerten Risiko
vor allem chronischer AbstoBungen verbunden ist. Pharmakodynamische Daten belegen
auBerdem den grofften immunsuppressiven Effekt von Ciclosporin innerhalb dieser ersten 4
Stunden. So ist die Hemmung von Calcineurin direkt an die Ciclosporinspiegel gekoppelt, mit
einer maximalen Inhibierung von 70-96 % etwa 2 Stunden (C;) nach Optoral-Einnahme
(Halloran et al. 1999). Im Bereich von C, ist auch ein signifikanter Abfall in der Anzahl IL-2-
exprimierender CD4"-T-Lymphozyten existent (Sindhi et al. 2000). Die AUCy.,;, beinhaltet damit
nicht nur die wichtigsten pharmakokinetischen und —dynamischen Kriterien, sondern ist auch ein
Pradiktor fiir die Wirksamkeit und Vertriglichkeit der Therapie. Retrospektiv zeigte bei de novo
Nierentransplantierten der AUCy.4,—Wert zwischen den postoperativen Tagen 2 und 4 eine
signifikante Korrelation mit akuten AbstoBungen. Patienten mit einer AUCj4, unter 4400
ng/ml*h hatten eine hohere Rate an AbstoBungen, Werte iiber 5500 ng/ml*h waren mit einem
vermehrten Auftreten von Nephrotoxizitit verbunden (Mahalati et al. 1999). Die Dosierung nach
Co war zur Vorausbestimmung akuter AbstoSungen hierbei nicht geeignet und korrelierte kaum
mit der AUCo4. In einer sich anschlieBenden prospektiven Studie wurden 55
nierentransplantierte Patienten anhand eines Zielspiegels von 4400-5500 ng/ml*h eingestellt.
Lediglich 3 % der Patienten, die im angestrebten Bereich lagen, erlitten im
Beobachtungszeitraum von 3 Monaten akute Abstoungen (Mahalati et al. 2001). In der Gruppe
von Patienten, die den Zielspiegel nicht erreichten lag die AbstoBungsrate bei 45 % und die
Konzentration an Serumkreatinin signifikant hoher.

Trotz der vielfachen Vorteile der AUCy.4, konnte sich dieses Verfahren in der Klinikroutine
nicht durchsetzen, da eine mehrmalige Blutentnahme nicht praktikabel ist. In mehreren Studien
wurde die Ciclosporin-Konzentration 2 Stunden nach Medikationseinnahme (C;) als der
Einzelmesspunkt mit der hochsten Korrelation zur AUC.4y, identifiziert (Cantarovich et al. 1998
b, Grant et al. 1999). C, erlaubt nicht nur eine gute Vorhersage der Resorption von Optoral,
sondern fallt auch mit der Maximalkonzentration und damit dem maximalen immunsuppressiven
Effekt zusammen. Die Einstellung nach C, bietet zudem die Moglichkeit, zwischen High-,
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Intermediate- und Low-Absorbern zu unterscheiden und damit die Therapie eventuell sogar zu
individualisieren (Levy et al. 2002). In zahlreichen mono- und multizentrischen Studien an
nieren- und lebertransplantierten Patienten (u.a. MO2ART-Studie: Pfeffer et al. 2002) wurden
bei Einsatz des C,—Monitorings sehr gute Therapieergebnisse mit niedrigen AbstoBungsraten bei
guter Vertriglichkeit erzielt (Ubersicht bei Nashan et al. 2002). Der Schweregrad der
Abstoflungen ist unter C,—Monitoring niedriger, das Risiko einer chronischen Abstofung
genauer vorhersehbar und die Nierenfunktion in der Langzeitbeobachtung verbessert. Das C,—
Monitoring erwies sich der Einstellung nach Talspiegeln (Cy) insgesamt als {iberlegen und bietet
zusitzlich ein Potential zur Kostenreduktion (Keown et al. 2001). Nach Meinung einer
Expertenkommission stellt das C,—Monitoring die ,optimale’ Form der Dosiseinstellung bei
erwachsenen de novo Nieren- und Lebertransplantierten dar (Levy et al. 2002). Von dieser so
genannten CONCERT-Gruppe (Consensus on Neoral C,: Expert Review in Transplantation)
wurden C,-Zielspiegel fiir diese beiden Patientengruppen vorgeschlagen.

Tabelle 2: C,-Zielspiegel (ng/ml) fiir erwachsene nieren- und lebertransplantierte Patienten (nach Levy et

al. 2002).
Monate nach Nieren-Transplantation Leber-Transplantation
Transplantation (ng/ml) (ng/ml)

2 1500 1000

3 1300 1000
4-6 1100 1000
7-12 900 800
> 12 800 600

Die Implementierung des C,—Monitorings erfordert allerdings eine Adaption des Klinikbetriebes,
da entgegen dem Cy-Monitoring die Blutentnahme zur Konzentrationsbestimmung nicht
unmittelbar mit der Verabreichung der Medikation erfolgen kann. Die C,-Blutprobe muss
auBerdem innerhalb eines relativ engen Toleranzzeitraumes von + 15 Minuten abgenommen
werden, da die Fehlerquote auBerhalb dieses Zeitfensters zu hoch ist (Kahan et al. 2000 b). In
Anbetracht der verhdltnismaBig unkomplizierten Umsetzbarkeit dieser MaBBnahmen, ist mit einer
mittelfristigen Etablierung des C,-Monitorings in den Transplantationszentren zu rechnen.

1.3.8 Biodquivalenz ciclosporinhaltiger Formulierungen

In den USA lief im September 1995 der Patentschutz fiir das Ciclosporin-Produkt des
Originalherstellers Novartis Pharma aus. In der Zwischenzeit sind weltweit zahlreiche Generika
in den Markt eingefiihrt worden. Generika sind Arzneimittel die in der selben Arzneiform den
gleichen Wirkstoff in gleicher Menge wie das Originalprodukt enthalten (pharmazeutische
Aquivalenz). Sie kénnen jedoch in den pharmazeutischen Hilfsstoffen hiervon abweichen. Fiir
diese Nachahmerprodukte muss, im Gegensatz zum Erstanmelder, der Nachweis der
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit nicht mehr erbracht werden. Der Zweitanmelder kann hier
auf die Daten des Originalherstellers Bezug nehmen (Arzneimittelgesetz (AMG) § 21) und somit
die hohen Kosten vor allem der klinischen Studien einsparen. Voraussetzung fiir die Zulassung
eines Generikums ist der Nachweis der Biodquivalenz. Zwei Arzneimittel werden als
biodquivalent erachtet, wenn sie pharmazeutisch dquivalent oder alternativ sind und sich in ihrer
Bioverfiigbarkeit nach Verabreichung der selben molaren Dosis so gleichen, dass sich im
Hinblick auf Wirksamkeit und Unbedenklichkeit im wesentlichen die selben Wirkungen
ergeben. Die Biodquivalenz gilt als erwiesen wenn die 90%-Konfidenzintervalle fiir die
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Quotienten von Test und Referenz der AUC- und C.x-Werte im Bereich von 0,80 bis 1,25
liegen (EMEA 2001, FDA 2002). Der Nachweis einer therapeutischen Aquivalenz findet bei
dieser Vorgehensweise nicht statt.

Generika sind in der Regel preiswerter als das Original und bieten somit ein nicht unerhebliches
Potential zu Einsparungen bei den Arzneimittelausgaben. Thr Einsatz ist in den weitaus meisten
Féllen problemlos und erstreckt sich auf fast alle Indikationsgebiete. Es ist jedoch allgemein
bekannt, dass bereits kleine Variationen in der Formulierung eines Arzneimittels tief greifende
Verdanderungen mit zum Teil schwerwiegenden Folgen nach sich ziehen kénnen (Holt 1978,
Gilman 1993). Da Generika iiblicherweise nicht die selbe Galenik wie das Original besitzen, sind
derartige Auswirkungen nicht génzlich auszuschlieBen. Diese Problematik féllt insbesondere bei
critical dose drugs ins Gewicht. Ciclosporin ist, wie auch das Immunsuppressivum Tacrolimus,
ein typischer Vertreter dieser Gruppe von Pharmaka (Kahan 1999 a), die sich wie folgt
charakterisieren lasst:

schmales therapeutisches Fenster

Notwendigkeit eines Blutspiegel-Monitorings

grofB3e inter- und intraindividuelle Variabilitét

niedrige, variable Resorption

formulierungsabhéingige Bioverfligbarkeit
schwerwiegende Folgen bei Unter- oder Uberdosierung

Welche Auswirkungen eine Umstellung der Formulierung bei Ciclosporin haben kann, wurde
erstmals bei Einfiihrung der Gelatinekapsel von Sandimmun® deutlich. Obwohl Untersuchungen
an gesunden Probanden Biodquivalenz zur Sandimmun® Losung nahe legten, war die
Pharmakokinetik bei Patienten signifikant verschieden und auerdem nicht vorhersagbar (Kahan
1999 b). Handelte es sich hier noch um verschiedene Darreichungsformen, so ergaben sich auch
ausgeprigte Differenzen beim Vergleich der klassischen Sandimmun® Kapseln mit Sandimmun®
Optoral Kapseln. Die neue Mikroemulsionsformulierung fiihrte, wie bereits geschildert, zu einer
signifikant hoheren und konstanteren Bioverfiigbarkeit. Gerade fiir Sandimmun®-Malabsorber
bestand bei einer 1:1-Umstellung auf Sandimmun® Optoral die Gefahr einer Uberdosierung.

Vor Einfiihrung von Optoral war bereits bekannt, dass sich die Absorption von Ciclosporin
durch Reduktion der Tropfchengrofe in der Emulsion verbessern ldsst (Tarr und Yalkowsky
1989). Die Relevanz der Galenik verdeutlichte sich auch am ersten Ciclosporin-Generikum auf
dem US-Markt. Beim Verdiinnen der oralen Losung mit Apfelsaft resultierte eine markant
geringere Bioverfligbarkeit, die den Hersteller schlieBlich zur Riicknahme des Préparates vom
Markt zwang (Henney 2000). Die Pharmakokinetik der Optoral-Losung wird dagegen weder von
Apfel- noch von Orangensaft beeinflusst (Kovarik et al. 2002). In einer retrospektiven Analyse
der Daten von iiber 17.000 Nierentransplantierten offenbarte sich unter der Therapie mit
Generika ein deutlicher Trend zu niedrigeren Raten des Transplantatiiberlebens im Vergleich zu
Optoral (CTS 2001).

Aus den Reihen der Transplantationsmediziner werden zunehmend Forderungen laut, die
aktuellen Richtlinien zum Nachweis der Biodquivalenz bzw. die Zulassungsanforderungen
allgemein bei critical dose drugs zu verschirfen (Johnston et al. 1997, Kahan 1999 a, Sabatini et
al. 1999). Bei einer Umstellung von einem Generikum A mit einer Bioverfiigbarkeit an der
unteren Biodquivalenzgrenze (0,80) auf ein Generikum B an der oberen Grenze (1,25) oder
umgekehrt, ergibt sich eine eventuell nicht unerhebliche Schwankungsbreite. Johnston und Holt
pliddieren deshalb fiir die Verwendung von 95%- statt 90%-Konfidenzintervallen oder engerer
Biodquivalenzgrenzen von 0,9 bis 1,12 (Johnston und Holt 1999), wie dies z.B. bei der
kanadischen Zulassungsbehdrde Standard ist (McGilveray und Gallicano 1999). Auch die
EMEA schligt bei einem Wirkstoff mit einem narrow therapeutic index engere
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Biodquivalenzgrenzen vor, ohne sie jedoch verbindlich zu fordern (EMEA 2001). Sabatini et al.
pladieren fiir die Implementierung des Nachweises einer individuellen Biodquivalenz. Selbst bei
nachgewiesener allgemeiner Biodquivalenz eines Ciclosporin-Generikums ergaben sich in
Einzelfdllen Unterschiede in der AUC von bis zu 50 % (Schroeder et al. 1998). Ein weiterer
Kritikpunkt ist die Durchfithrung der Biodquivalenzstudien an jungen, gesunden und zumeist
mannlichen Probanden. Mogliche Einfliisse von Begleitmedikation, der zugrunde liegenden
Krankheit oder begleitenden Therapien bei Patienten konnen auf diese Weise nicht
beriicksichtigt werden. Untersuchungen zur Biodquivalenz aber auch zur Langzeitwirksamkeit
und -sicherheit an transplantierten Patienten sollen deshalb eingefiihrt werden. Christians und
Kollegen lehnen dies jedoch ab, da zu hohe Patientenzahlen nétig wéren, um ein Minimum an
statistischer Aussagekraft zu erreichen. Dies wiederum wiirde die Kosten der Entwicklung
steigern und somit den Generika ihre Marktbasis entziehen (Christians et al. 2000). Zudem sei
noch kein Beweis erbracht worden, dass z.B. die Einfiihrung einer individuellen Biodquivalenz
ein eventuell vorhandenes Therapieproblem 16sen wiirde.

1.3.9 Einfluss von Ciclosporin auf ausgewiihlte gefifitonisierende Mediatoren

1.3.9.1 Prostacyclin und Thromboxan A2

Prostaglandine und Thromboxane sind cyclische Eicosanoide. Die Biosynthese erfolgt
ausgehend von, in Zellmembranen lokalisierter Arachidonsdure, die unter Katalyse von
Cyclooxigenasen zu Prostaglandin G, (PGG;) und Prostaglandin H, (PGH;) verstoffwechselt
wird. Aus diesen Vorstufen entstehen unter anderem Prostacyclin und Thromboxan A, (TxA»).

| COOH

0 J — COOH

OH OH

Abbildung 6: Strukturformeln von Prostacyclin (links) und Thromboxan A; (rechts).

Prostacyclin wird im GefdBBendothel gebildet und hat eine stark vasodilatierende und
thrombozytenaggregationshemmende Wirkung. Es wird in vivo rasch zu 6-keto Prostaglandin
Fiq (6-keto PGF,) verstoffwechselt. Thromboxan A; ist dagegen ein Vasokonstriktor und fordert
die Thrombozytenaggregation. Es wird vorwiegend von Thrombozyten, aber auch von renalen
Mesangial- und Epithelzellen synthetisiert. Durch Ringdffnung und Bildung eines Diols entsteht
das inaktive Thromboxan B, (TxB;). Prostacyclin und Thromboxan A, sind Gegenspieler.

Die akute Nephrotoxizitit stellt, wie bereits geschildert, eine der schwerwiegendsten
unerwiinschten Wirkungen von Ciclosporin dar. Sie ist wahrscheinlich auf ein Ungleichgewicht
vasodilatatorischer und -konstriktorischer Mediatoren, zugunsten letzterer, zuriickzufiihren
(L’Azou et al. 1999, Rodicio 2000, Darlametsos und Varonos 2001). Die Expression der, an der
Synthese von Prostaglandinen und Thromboxanen beteiligten Cyclooxigenase-2 (COX-2)
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scheint unter anderem iiber den NFAT-Signalweg stimuliert zu werden (Iniguez et al. 2000,
Sugimoto et al. 2001). Ciclosporin greift hemmend in den NFAT-Signalweg ein und ist in der
Lage, die COX-2 Genexpression in der Nierenrinde fast vollstandig zu unterdriicken (Hocherl et
al. 2002). Welche Auswirkungen dieser direkte Eingriff von Ciclosporin in die renalen
Funktionsprozesse hat, an denen Prostaglandine wesentlich beteiligt sind, wird aktuell von
zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht.

1.3.9.2 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid wird im Organismus aus L-Arginin gebildet. Durch Oxidation des terminalen
Guanidino-Stickstoffatoms entstehen iiber eine Oxim-Vorstufe L-Citrullin und NO. Diese
Reaktion wird durch NO-Synthasen (NOS) katalysiert, wovon mindestens 3 Isoformen
existieren.

Neuronale NOS (nNOS): Lokalisation vor allem im zentralen und peripheren Nervensystem;
zytoplasmatisch; Calcium/Calmodulin abhéngig

Endotheliale NOS (eNOS): Lokalisation vor allem in Gefa3endothelzellen; in der
Plasmamembran; Calcium/Calmodulin abhéngig

Induzierbare NOS (iNOS): Vorkommen z.B. in Makrophagen; zytoplasmatisch; durch Cytokin
induzierbar; Calcium/Calmodulin unabhéngig

NO stimuliert die zytoplasmatische Guanylatcyclase. Diese katalysiert die Bildung von
cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). In Abhédngigkeit
von der Lokalisation und Konzentration des NO ergeben sich verschiedene Wirkungen und
Funktionen. Im Nervensystem fungiert es als Neurotransmitter. In sehr hohen Konzentrationen,
z.B. bei Sepsis, ist es ein Zellgift. In den Bronchien fithrt NO zur Bronchodilatation, in den
Blutgefaen zu einer Absenkung des Gefiftonus sowie der Thrombozytenadhédsion und —
aggregation. Der im Endothel gebildete endothelium derived relaxing factor (EDRF) ist mit NO
identisch.

Ciclosporin, wie auch Rapamycin, hemmt in vitro signifikant die iNOS Expression auf mRNA
Ebene und damit die NO Produktion (Attur et al. 2000). Dariiber hinaus wird auch die Bildung
von endothelialem NO inhibiert (Oriji 2003). Eine reduzierte Freisetzung von NO ist in die
Entstehung der ciclosporinbedingten Nephrotoxizitdt und Hypertonie involviert (Bennett 1996,
Zeier et al. 1998, Oriji 2003). Durch Gabe von Nitraten kann der coronarkonstriktorischen
Wirkung von Ciclosporin vorgebeugt werden (Braun-Dullaeus et al. 1999).
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1.4 Repertoire immunsuppressiver Pharmaka

1.4.1 Tacrolimus (FK 506, Prograf® )

Tacrolimus ist ein Makrolid und z&hlt, wie auch Ciclosporin, zur Gruppe der Calcineurin-
Inhibitoren. Die Wirkung beruht auf einer Hemmung der IL-2-Synthese. Tacrolimus bindet in
den T-Zellen allerdings nicht an Cyclophilin sondern an das FK bindende Protein (FKBP).

Die Resorption von Tacrolimus ist unabhingig von Galle. Die Ausscheidung erfolgt vorwiegend
bilidr. Tacrolimus stellt analog dem Ciclosporin ein typisches critical dose drug dar. Die hohe
inter- und intraindividuelle Variabilitit in der Bioverfiigbarkeit erfordert eine Dosierung nach
Blutspiegeln. In den ersten Monaten nach Nierentransplantation liegen die Zielspiegel zwischen
100 und 200 ng/ml, danach bei 50-150 ng/ml. Die Dosierung erfolgt in 12 Stunden Intervallen.
Aufgrund des identischen Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren ist bei Tacrolimus mit
dhnlichen Nebenwirkungen wie bei Ciclosporin zu rechnen. Beim Vergleich beider Substanzen
treten bei Tacrolimus vermehrt neurologische Effekte (Tremor) und Posttransplant-Diabetes-
Mellitus (PTDM), bei Ciclosporin dagegen eher ,kosmetische’ Nebenwirkungen (Hypertrichose,
Gingivahyperplasie) auf. Die Kombination von Calcineurin-Inhibitoren sollte vermieden werden,
da keine Steigerung des therapeutischen Effekts zu erreichen ist. Der Schweregrad und die
Haufigkeit von Nebenwirkungen nehmen dagegen deutlich zu.

1.4.2 Glucocorticoide

Glucocorticoide werden in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde gebildet. Sie zéhlen somit
neben den Mineralocorticoiden und den Androgenen zur Gruppe der Nebennierenrinden-
Hormone. Die Biosynthese erfolgt ausgehend von Cholesterol iiber Progesteron, wo sich die
Synthesewege der Mineralo- und Glucocorticoide aufteilen. Fiir die glucocorticoide Wirkung
sind mehrere chemische Strukturmerkmale notig: die Ketogruppe an C-3, die Doppelbindung
zwischen C-4 und C-5, die Ketolseitenkette an C-17 und die Hydroxyl- bzw. Ketogruppe an C-
11. Die physiologisch wichtigsten Vertreter sind Cortisol und Cortison.

Abbildung 7: Strukturformeln von Cortisol (links) und Cortison (rechts).

Die tédgliche Sekretion von Cortisol beim Menschen betrdgt ca. 12 - 30 mg. Die
Serumkonzentrationen liegen zwischen 50 und 250 ng/ml. Die Cortisolsekretion ist einem
circadianen Rhythmus unterworfen, mit Maximalspiegeln morgens gegen 8:00 Uhr und einem
Minimum gegen 2:00 Uhr nachts. Die Synthese und die Sekretion der Glucocorticoide wird
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durch das hypophysidre Corticotropin (adrenocorticotropes Hormon, ACTH) stimuliert, dessen
Freisetzung wiederum durch das hypothalamische Corticoliberin (corticotropin releasing factor,
CRF) reguliert wird. Zwischen Hypothalamus, Hypophyse und den zirkulierenden
Glucocorticoiden besteht ein negativer Riickkoppelungsmechanismus.

Die physiologischen Wirkungen der Glucocorticoide sind vor allem dem Cortisol zuzuschreiben.
Es fordert die Gluconeogenese aus Aminosduren, die durch den Abbau von Proteinen frei
werden (katabole Wirkung). Die Blutzuckerspiegel steigen dadurch und es kommt zur
vermehrten Speicherung von Glykogen in der Leber. Cortisol beeinflusst auch den Wasser- und
Elektrolythaushalt, indem Natriumionen vermehrt reteniert, Kalium- und Calciumionen vermehrt
ausgeschieden werden (mineralocorticoide Wirkung). Die lipolytischen Effekte von
Catecholaminen werden verstirkt. Hohe Cortisolkonzentrationen, z.B. beim Cushing-Syndrom,
fiihren zur Umverteilung von Fettgewebe, mit Fettverlust in den Extremititen und Fettzunahme
am Korperstamm, Nacken und im Gesicht.

Die therapeutische Bedeutung der Glucocorticoide liegt in ihrer antiphlogistischen,
antiallergischen und immunsuppressiven Wirkung. Nach Bindung an den zytoplasmatischen
Rezeptor erfolgt die Translokation des Glucocorticoid-Rezeptor-Komplexes in den Nucleus. Die
zahlreichen Mechanismen der immunsuppressiven Wirkung entfalten sich nach Interaktion mit
dem glucocorticoid response element. In Makrophagen wird die Gentranskription von IL-1, IL-6
und Tumor Nekrose Faktor-o (TNF- o) sowie die Exprimierung von MHC gehemmt. In T-Zellen
kommt es zu einer verminderten Produktion von IL-2 und zu einer reduzierten Bindungsaffinitét
an den IL-2 Rezeptor. Als Wirkstoff in der Immunsuppression wird primir Prednisolon
eingesetzt, welches aus Cortisol durch Einfiihrung einer Doppelbindung zwischen C-1 und C-2
darstellbar ist. Synthetische Glucocorticoide zeichnen sich allgemein durch eine im Vergleich zu
Cortisol verstérkt glucocorticoide und eine abgeschwécht mineralocorticoide Wirkung aus.
Ciclosporin fiihrt im Tierversuch zu einer Erhohung der Cortisolspiegel (Cufer et al. 1995). Die
Ursache scheint eine direkte Stimulierung der Corticotropin-Sekretion durch Ciclosporin zu sein
(Sheppard 1995, Cufer et al. 1998). Ob daraus additive oder synergistische immunsuppressive
Effekte resultieren ist noch nicht geklart.

1.4.3 Azathioprin (Imurek®)

Azathioprin ist ein Purin-Antimetabolit und wird in vivo rasch zu 6-Mercaptopurin
verstoffwechselt. Dieser aktive Metabolit hemmt die Biosynthese von Adenosinmonophosphat
(AMP) und Guanosinmonophosphat (GMP) und damit die Synthese von Purinen und letztlich
von DNA und RNA. Daraus resultiert eine reduzierte Proliferation antigenaktivierter T-
Lymphozyten. Zu den wichtigsten Nebenwirkungen zdhlen Myelotoxizitdt (Neutropenie),
gastrointestinale Beschwerden (Nausea, Emesis) und hepatotoxische Effekte. Azathioprin wird
in der Prophylaxe akuter AbstoBungen -eingesetzt, verliert seit der Einfilhrung von
Mycophenolatmofetil aber zunehmend an Bedeutung.

1.4.4 Mycophenolsiure

Die, aus Penicillium-Pilzen isolierte Mycophenolsdure (MPA) ist als Mycophenolatmofetil
(MMEF, CellCept®) seit 1995 im Handel. Diese Esterverbindung wird im Kérper rasch zur Siure
abgebaut. MPA bewirkt eine selektive und reversible Hemmung der Inosito/lmonophosphat-
Dehydrogenase (IMPDH). Dadurch wird die de novo Synthese von Guanosin-Nukleotiden, die
Produktion von Antikdrpern und die Proliferation von Lymphozyten unterbunden. Lymphozyten
sind auf die de novo Synthese in besonderem Malle angewiesen, da sie im Gegensatz zu anderen
Zellen nicht iiber einen ,salvage pathway’ zur Wiederverwertung von Purinen verfiigen.
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Die Metabolisierung von MPA erfolgt iiberwiegend in der Leber durch Glucuronidierung zum
MPA-Glucuronid (MPAG). Dieses unterliegt einem enterohepatischen Kreislauf und wird im
Darm als MPA riickresorbiert. MPAG spielt somit fiir das Erreichen von steady-state
Konzentrationen eine wichtige Rolle.

MMF ist fiir die Prophylaxe akuter AbstoBungen in Kombination mit Calcineurin-Inhibitoren
zugelassen. Die Dosierung betridgt zweimal tiglich 1 g. Zu den vorherrschenden unerwiinschten
Wirkungen zihlen Leukopenien, Sepsis, Emesis, Osophagitis und Diarrhoen (ca. 50 % der
Patienten). Die Entwicklung einer magensaftresistenten Formulierung von Natriummycophenolat
(ERLO080) soll vor allem zu einer Reduktion gastrointestinaler Nebenwirkungen fithren. ERL0O80
wird im Diinndarm verzogert freigesetzt, MMF bereits im Magen. Durch die direkte
Verfiigbarkeit der aktiven Mycophenolsdure erhofft man sich eine, gegeniiber MMF verbesserte
Pharmakokinetik.

1.4.5 Sirolimus (Rapamycin, Rapamune®) und Everolimus (SDZ-RAD)

Sirolimus ist ein Makrolid mit struktureller Ahnlichkeit zu Tacrolimus. Es bindet in T-Zellen
analog diesem an das FKBP. Sirolimus blockiert jedoch nicht Calcineurin, sondern bildet einen
Komplex mit dem target of rapamycin (TOR). Die Inhibierung der Kinase reduziert die 1L-2
Rezeptor vermittelte Signaltransduktion. Die T-Zellen werden dadurch in der spiten G1 Phase
des Zellzyklus arretiert. Neben hdmatopoetischen Zellen besitzt Sirolimus auch eine Wirkung
auf nichthdmatopoetische Zellen.

Sirolimus befindet sich seit 1999 auf dem Markt und wird innerhalb der ersten 2 bis 3 Monate
postoperativ in Kombination mit Ciclosporin und Glucocorticoiden angewandt. Eine
langerfristige Kombination von Sirolimus und Ciclosporin ist zu vermeiden. Die weitere Gabe
von Sirolimus (zusammen mit Glucocorticoiden) in der Erhaltungstherapie ist demnach nur dann
moglich, wenn Ciclosporin abgesetzt werden kann. Da die Substanz ebenfalls iiber CYP-3A und
P-glycoprotein verstoffwechselt wird, ist bei gleichzeitiger Gabe mit Ciclosporin eine
Verdoppelung der AUC von Sirolimus zu beobachten. Aus diesem Grund soll Sirolimus mit
einem zeitlichen Abstand von 4 Stunden nach Gabe von Ciclosporin verabreicht werden. Die
tagliche Dosierung betrdgt 2 — 5 mg. Durch Applikation einer so genannten loading dose
(dreifache Erhaltungsdosis) wird versucht, moglichst frithzeitig steady-state Bedingungen zu
erzielen. Bei den Nebenwirkungen stehen Hypercholesterin-, Hypertriglyzeridimie und
Thrombozytopenie im Vordergrund. Im Vergleich zu Calcineurin-Inhibitoren besitzt Sirolimus
eine geringere nephrotoxische Wirkung.

Everolimus befindet sich derzeit in der Endphase der klinischen Erprobung. Der strukturelle
Unterschied zu Sirolimus besteht in einer Hydroxyethylgruppe an C-40. Everolimus ist damit
polarer und offenbart eine verbesserte orale Bioverfligbarkeit. Es ist kein Prodrug, da in vivo
lediglich 5 % zu Sirolimus verstoffwechselt werden. Der Wirkmechanismus beider Pharmaka ist
identisch. Neben einer Absenkung der Rate akuter AbstoBungen, sind auch eine reduzierte
Proliferation glatter Muskelzellen und eine verminderte Rate an CMV-Infektionen zu
verzeichnen. Everolimus kann im Gegensatz zu Sirolimus direkt mit Ciclosporin und in
langfristiger Kombination mit diesem verabreicht werden. Die gemeinsame Gabe erlaubt eine
Dosisreduktion von Optoral wodurch eine Verringerung vor allem der nephrotoxischen
Nebenwirkungen von Ciclosporin ermdglicht wird. Die kiirzere Halbwertszeit gegeniiber
Sirolimus vereinfacht die klinische Handhabung. Die Gabe einer loading dose ist bei Everolimus
nicht erforderlich.
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1.4.6 Weitere Immunsuppressiva

OKTS3 ist ein xenogener monoklonaler Antikdrper gegen den CD3-Komplex auf T-Zellen. Die
Deaktivierung des CD3-Komplexes fiihrt zur Endozytose des TZR. Damit sind T-Zellen nicht
mehr in der Lage, Antigene zu erkennen und zu binden. Aufgrund seines murinen Ursprungs
kann OKT3 anaphylaktische Reaktionen auslosen. Weitere, zum Teil lebensbedrohliche
Nebenwirkungen sind Lungenddeme, Hypotonie und die so genannte Erstdosis-Reaktion, mit
Fieber, Nausea, Emesis und Diarrhoe. OKT3 findet in der Therapie steroidresistenter
Abstofungen Verwendung, spielt wegen der schwerwiegenden Nebenwirkungen heute aber eine
untergeordnete Rolle.

In dieser Indikation kommen vermehrt polyklonale Immunglobuline zum Einsatz. Dazu z&hlen
das, aus Pferden stammende Atgam und das von Kaninchen gewonnene Thymoglobulin. Beide
wirken gegen eine Reihe von Leukozytenantigenen und fiihren unter anderem zu einer
Hemmung der T-Zell-Aktivitdit. Die Therapie einer steroidresistenten AbstoBung mit
polyklonalen Antikorpern erstreckt sich in der Regel iiber 7 — 14 Tage. Limitierend auf die
Anwendung wirkt sich die Entwicklung von Thrombozytopenien, Neutropenien und
Glomerulonephritis aus. Die wiederholte Therapie soll wegen der Gefahr einer anaphylaktischen
Reaktion unterbleiben.

Basiliximab (Simulect™) und Daclizumab (Zenapax®) sind monoklonale Antikorper gegen die
a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25 / Tac). Nach Bindung der Antikorper werden IL-2 vermittelte
Reaktionen in aktivierten T-Zellen unterbunden. Durch gentechnische Verdnderung dieser
urspriinglich murinen Antikorper ist der xenogene Anteil stark zuriick gedréngt, was sich in einer
sehr geringen Nebenwirkungsrate und einer langen Halbwertszeit niederschlédgt. Basiliximab und
Daclizumab werden in der Initialtherapie zur Prophylaxe von AbstoBungsreaktionen eingesetzt.
Simulect® wird direkt préoperativ und am 4. Tag nach Transplantation intravends verabreicht.
Der therapeutische Effekt hilt ca. 30 Tage an. Zenapax" wird auf 5 Dosen verteilt prioperativ
und anschlieBend in Intervallen von 2 Wochen injiziert. Hier erstreckt sich die Wirkung auf bis
zu 12 Wochen.

1.5 Neue Wege in der Inmunsuppression

Das grundlegende, aus der Anwendung immunsuppressiver Pharmaka resultierende Problem ist
das erhohte Risiko an Infektionen und malignen Erkrankungen. Dariiber hinaus beeintrichtigen
die zum Teil schwerwiegenden Nebenwirkungen dieser Wirkstoffklasse den therapeutischen
Erfolg. Ebenso ist das chronische Transplantatversagen ein bis heute ungeldstes Problem. Es gilt
demnach, neue, effektive und zugleich sichere Alternativen zu entwickeln.

Einen vollig neuartigen Wirkmechanismus zeigt das, derzeit in der klinischen Phase II
befindliche FTY720. Die Substanz verhindert die Infiltration von Lymphozyten in das
transplantierte Organ, ohne dabei die =zellulire oder humorale Abwehrreaktion zu
beeintrichtigen. Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht génzlich bekannt. Man geht jedoch
davon aus, dass FTY720 tiber eine Modifikation der Chemokinrezeptoren auf Lymphozyten
deren Sensibilitit gegeniiber so genannten Homing Chemokinen reversibel erhoht. Die
Lymphozyten wandern dadurch zuriick in die lymphatischen Organe, bei gleichzeitig sinkender
Anzahl im Blut. Die Menge zirkulierender Monozyten und Granulozyten wird nicht beeinflusst.
Im Tiermodell bot FTY720 zudem einen Schutz gegen Reperfusionsschidden im transplantierten
Organ. FTY720 besitzt eine lange Halbwertszeit von etwa 9 Tagen und wird deshalb einmal
taglich appliziert. Die Pharmakokinetik weist eine allenfalls geringe interindividuelle Variabilitét
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Einleitung

auf. Als Nebenwirkung wurde bisher unter anderem eine milde, reversible Bradykardie
beobachtet.

Einen Weg abseits der klassischen Immunsuppression beschreitet die Immunmodulation. Dabei
wird versucht, im Transplantatempfanger eine Immuntoleranz gegen Spenderantigene zu
erzeugen. Unter initialer Immunsuppression wird der Empfanger einer mehrmaligen Bestrahlung
unterzogen. Anschliefend werden diesem Blutstammzellen des Spenders injiziert. In einer
Studie an vier ,HLA-mismatched’ Nierentransplantationspatienten konnte Chimédrismus, ohne
Auftreten von graft-versus-host-disease (GvHD) erzielt werden (Millan et al. 2002). Nach 12
Monaten war es mdglich, bei einem Patienten die immunsuppressive Therapie vollstindig
abzusetzen. Sollten sich diese ersten Ergebnisse an grofen Patientenkollektiven bestitigen
lassen, so ist mit einem immensen Fortschritt in der Transplantationsmedizin zu rechnen
(Danovitch 2001, Neumayer 2001).
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Problemstellung

2. Problemstellung

Unter Zugrundelegung der komplexen, formulierungsabhingigen Pharmakokinetik von
Ciclosporin und der stetig steigenden Zahl von, auf den Markt dringenden Nachahmerprodukten
sollten verschiedene Generika auf ihr pharmakokinetisches Verhalten untersucht und zum Teil
direkt mit dem Originalprodukt Sandimmun® Optoral (Novartis) verglichen werden.

In einer ersten Versuchsreihe galt es, in vitro die Resorption von Ciclosporin aus Gengraf™
(Abbott), Cyclosporine Capsules (EonLabs) und Optoral am isolierten Rattenileum zu
untersuchen. Hierbei wurde auf die physiko-chemischen FEigenschaften der jeweiligen
Formulierung mit Blick auf die Adhésion bzw. Adsorption von Ciclosporin an Oberflichen
besonders eingegangen.

Weiterhin erfolgte an WKY-Ratten die Untersuchung des Einflusses einer mehrtigigen
Applikation von Olivendl in Verbindung mit der Ciclosporingabe auf die Bioverfiigbarkeit und
Metabolisierung des Wirkstoffs unter steady-state Bedingungen. Dazu wurden Cyclosporine
Capsules und Optoral gegeneinander getestet.

In einer Pilotstudie an gesunden Probanden wurde die Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus den
beiden Generika Cyclosporine Capsules und Cicloral® (Hexal) verglichen, sowie Auswirkungen
auf die Cortisolspiegel, den Blutdruck und die Herzfrequenz untersucht.

Abschliefend wurde an gesunden Probanden eine Kinetikstudie zur Bestimmung des Einflusses
von fettreicher Nahrung auf die Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung von Ciclosporin aus
Cicloral® durchgefiihrt. Dabei wurden auBerdem Effekte von Ciclosporin auf den
Glucocorticoidhaushalt sowie auf vasokonstriktorische und —dilatatorische Mediatoren
untersucht.
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3. Probanden, Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Acetonitril zur Chromatographie
Calciumchlorid-Dihydrat

ClinRep® Komplettkit ‘Ciclosporin und Metaboliten
CsA Metaboliten AM1, AMI1c, AM9, AM4N
Cyclosporin D

D-(+)-Glucose-Monohydrat

Dichlormethan

EGTA

Isotonische Kochsalzlosung

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,5)

Magnesiumsulfat Heptahydrat

Methanol zur Chromatographie

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumsulfat wasserfrei

Wasser gereinigt, MilliQ 4fach Wasseraufbereitungsanlage

3.2 Pharmaka

Carbogen (95 % O,/ 5 % CO,)

Cicloral® 100 mg Kapseln

Cicloral® Lésung 100 mg/ml

Cortisol, mind. 98 % (Hydrocortisone, MW 362,5)
Cortisone, mind. 98 % (MW 360,4)
Cyclosporine Capsules (USP modified) 100 mg
Elektrolyt-Infusion E153, 500 ml

Gengraf™ Cyclosporine Capsules,

USP (modified) 100 mg

Kodan® Tinktur forte

Liquemin® N20000, 1 ml Ampulle (Heparin-Na)
6a-Methylprednisolon, mind. 98 %
Sandimmun® 100 mg Kapseln

Sandimmun® Optoral 100 mg Kapseln
Sandimmun® Optoral Lésung 100 mg/ml
Sauerstoff fiir medizinische Zwecke

Sevorane” (Sevofluran)

J.T. Baker, Grof3-Gerau
E. Merck, Darmstadt
Fa. Recipe, Miinchen
Fa. Novartis, Niirnberg
Fa. Recipe, Miinchen
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
B. Braun, Melsungen
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Grof3-Gerau
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Dramstadt
Millipore, Neu-Isenburg

Fa. Linde, Hollriegelskreuth

Fa. Hexal, Holzkirchen

Fa. Hexal, Holzkirchen

Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fa. EonLabs, Laurelton, USA

Fa. Serumwerk Bernburg, Bernburg
Fa. Abbott Laboratories, North
Chicago, USA

Fa. Schiilke&Mayr, Norderstedt
Fa. Roche, Grenzach-Wyhlen

Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fa. Novartis, Niirnberg

Fa. Novartis, Niirnberg

Fa. Novartis, Niirnberg

Klinikum d Universitdt Regensburg
Fa. Abbott, Wiesbaden
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Absaugtopf
Analysenwaagen

Beatmungspumpe fiir
Kleintiere
Butterfly

Colorimetric Assay Kits

Combi-Stopper
Connecta Plus 3
EIA Kits

EKG
Homogenisatoren
Kaltetruhen

Kaniilen

Kiihlschrank
Magnetriihrer
Monovetten®
Multi-Adapter
Narkosegerit
Olpumpe
Operationsbesteck
Perfusor Spritze
Pflaster

pH-Meter
Pipettenspitzen
Plate reader

PPN Rohrchen
Schlundsonde
Schiittelwasserbad
Spektralphotometer
Spritzen
Uberkopfschiittler
Urinsammelgefal3
Vakuumzentrifuge

Vortexgerit
Zentrifugen

3.3.1.1 HPLC
Autosampler
Detektor
Drucker
Integrator
Pumpe

Saulen

Siulenofen

3.3 Geriate und Instrumente

Typ H 51 handy
Typ 1202 MP

Surflo 21G
Nitrate / Nitrite

6-keto Prostaglandin Fy,
Thromboxane B,
Marquette MAC 500
Ultra Turrax, Typ 18-10
Revco Ultima 1090-5VUB
Privileg 031.352 8
Sterican, versch. Gro3en
Vasofix® Brauniile

FKS 3600

Ika Combimag RCT
EDTA-, Li-Heparin-

Trajan 808
Alcatel 350 C

Cutiplast steril

MRX Revelation 4.02

4,5 ml

Animal Feeding Needle, 75x1.5mm
Typ CS 20

LKB Biochrom

2,5; 10 ml

REAX 2

Urilab-Flaschen

Vakuum Zentrifugal Verdampfer
RC 10.22

REAX 2000

Minfuge II Typ 4123

Centrifuge 5403

Megafuge 1.0R

SIL 10A

SPD 10AV

NEC Pinwriter P6 plus

Class LC10

LC-10 AT

Luna 5u Phenylhexyl, 150 x 4,6 mm
Synergi Polar RP, 150 x 4,6 mm
ERC 125

Fa. Machery-Nagel, Diiren
Fa. Sartorius, Gottingen
Fa. Quelle, Fiirth

Fa. Rhema

Fa. Teruno, Leuven, Belgien
Fa. Cayman, Ann Arbor, USA
Fa. Braun, Melsungen

Fa. B&D, Hamburg

Fa. Cayman, Ann Arbor, USA
Fa. Cayman, Ann Arbor, USA
Fa. VMA, Abensberg

Fa. Janke&Kunkel, Breisgau
Fa. Pabisch, Miinchen

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Liebherr, Ochsenhausen
Fa. Janke&Kunkel, Breisgau
Fa. Sarstedt, Niimbrecht

Fa. Sarstedt, Niimbrecht

Fa. Drager

Fa. Elnor, Wespelaar, Belgien
Fa. Martin, Tuttlingen

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Beiersdorf, Hamburg

Fa. Knick

Fa. Abimed, Diisseldorf

Fa. Dynex, Denkendorf

Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. TSE, Kronberg

Fa. MGW Lauda

Fa. Novaspec

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Heidolph, Kelheim

Fa. Jouan, Unterhaching

Fa. Heidolph, Kelheim
Fa. Heraeus, Osterode
Fa. Eppendorf

Fa. Heraeus, Osterode

Fa. Shimadzu, Duisburg
Fa. Shimadzu, Duisburg
Fa. NEC, Miinchen

Fa. Shimadzu, Duisburg
Fa. Shimadzu, Duisburg
Fa. Phenomenex,
Aschaffenburg

Fa. ERC, Rheinbach
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3.4 Versuchstiere

Fiir die experimentellen Tierversuche wurden ausschlielich minnliche Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY) verwendet.

Normotensive Wistar-Kyoto-Ratten (WKY)

Nach Selektionierung des Wistar-Stammes zu Beginn des letzten Jahrhunderts im Wistar-Institut
in den USA wurden diese Tiere als Inzuchtstamm im Glaxo-Laboratorium weitergefiihrt. Nach
Hysterektomie 1974 bei den Charles-River-Werken in den USA gelangten diese Tiere 1986 zur
Charles-River GmbH in Sulzfeld. Dieser Rattenstamm wird als hdmodynamisch physiologisches
Versuchstier verwendet.

3.5 Tierhaltung

Die Ratten im Alter von ca. neun Wochen wurden iiber Charles-River, Sulzfeld, bezogen. Die
Haltung erfolgte paarweise in speziellen Kifigen (42 x 26 x 18 cm) auf Altromin® Tiereinstreu
Fasern. Dieses wurde, im Zuge der Kafigreinigung, zweimal wochentlich gewechselt. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Als Standardfutter diente Altromin® Pellet Dit
fiir Ratten und Méuse. Die Bedingungen im Tierstall wurden auf folgende, fiir Nager optimale
Parameter eingestellt:

Temperatur: 23°C+£2°C
Relative Luftfeuchtigkeit: 55 % +5 %
Hell-Dunkel-Intervall: 12 h

Vor Beginn der Versuche wurden die Tiere iiber einen Zeitraum von flinf Tagen an die lokalen
Bedingungen adaptiert. Am Vorabend der jeweiligen Versuche gegen 19:00 Uhr wurde den
Tieren das Futter entzogen, um mdglichst vergleichbare Bedingungen zu gewihrleisten. Die
Totung der Ratten nach Abschluss der Versuche erfolgte durch Dekapitation nach
vorangegangener Inhalationsnarkose mit Sevofluran.

3.6 In vitro Untersuchung zur Resorption von Ciclosporin am isolierten Rattenileum

3.6.1 Versuchsziel

Die Zielsetzung des Versuchs lag in der Bestimmung der Resorption von Ciclosporin aus einer
wissrigen Donorlosung durch isoliertes Rattenileum in eine stationdre wissrige Akzeptorlosung.

3.6.2 Testpriparate

Cyclosporine Capsules, USP (modified) 100 mg, Fa. Eon Labs (EON)
Gengraf™ Cyclosporine Capsules, USP (modified) 100 mg, Fa. Abbott Labs (GEN)
Sandimmun® Optoral Kapseln 100 mg, Fa. Novartis (OPT)

Zur Herstellung einer Ciclosporin-Stammldsung wurde in einem Erlenmeyerkolben jeweils eine
Kapsel mit 100 mg Ciclosporin in 20 ml Wasser dispergiert, woraus eine Konzentration von 5
mg/ml resultierte. Diese Losung wurde am Morgen eines jeden Versuchstages frisch hergestellt.
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3.6.3 Organbad

Als Organbad diente jeweils ein (insgesamt zwei) schmales, doppelwandiges Glasgefal3
(Innendurchmesser: 2,5 cm, Tiefe: 12 cm), welches von der Glasbldserei der Universitit
Regensburg hergestellt worden war. Dieses wurde mit 35 ml Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,5) als
Donormedium befiillt und mit Hilfe eines Wasserbads auf 37 °C temperiert. Zur Kontrolle der
Einhaltung einer konstanten Temperatur war im Organbad ein Thermometer befestigt. Eine
gleichméaBige Durchmischung der Donorldsung wurde per Magnetriihrer und Riihrfisch erzeugt.
Wihrend des Versuchs wurde die Donorlésung permanent mit Carbogen begast, welches mit
konstantem Druck durch eine Fritte am unteren Ende eines Glasrohres eingeleitet wurde. Dieses
Glasrohr war mit zwei Haken versehen und diente als Befestigung fiir das isolierte Ileum.

Nach Beendigung eines Versuchs wurde das Organbad iiber Nacht mit Methanol-Wasser 70:30
(v/v) befiillt, um eventuell an die Wandung adsorbiertes Ciclosporin zu entfernen.

3.6.4 Isolierung des Ileums

Zur Isolierung des Ileums wurden die Ratten nach Inhalationsnarkose mit Sevofluran auf einem
OP-Tisch fiir Kleintiere fixiert und mittels einer Beatmungspumpe mit einem Luft-Sauerstoft-
Sevofluran-Gemisch beatmet. Der Beatmungsschlauch wurde an der Schnauze der Tiere
aufgesetzt und mit einem Gummi an den oberen Vorderzihnen arretiert. Der Bauchraum der
Ratten wurde eréffnet und ca. 20 cm des Ileums entnommen. Der, dem Coecum néchstgelegene
Abschnitt von 5 cm Lédnge wurde dabei nicht beriicksichtigt. Das Ileum wurde sofort nach
Entnahme in eisgekiihlte Ringerlactat-Losung getaucht. Fiir die einzelnen Versuche kam jeweils
ein Teilstiick Ileum von 7 cm Ladnge zur Verwendung. Je Ratte wurden zwei Stiicke Ileum
gewonnen, die zeitlich parallel in den beiden Organbddern untersucht wurden. Die Entfernung
von Faecesresten aus dem Darmlumen erfolgte durch vorsichtiges Herausstreichen mit einem
handelsiiblichen Wattestdbchen, wobei besonderes Augenmerk darauf gelegt wurde, das
Darmgewebe nicht zu verletzen. AnschlieBend wurde das gereinigte Ileum entsprechend der
Methode nach Wilson (Wilson und Wiseman 1954) mit einem diinnen Stahlstab (D = 1,5 mm)
umgestiilpt, so dass die mukosale Seite nach auflen gewandt war. Nach Abbinden des unteren
Darmendes mit einem Faden, wurden von oben 800 pl Krebs-Henseleit-Puffer als
Akzeptorlosung mit einer Spritze in das Lumen eingefiillt und das obere Ende ebenfalls mit
einem Faden abgebunden. Das derart priparierte Ileum wurde an einem Glasrohr, durch welches
auch das Carbogen eingeleitet wurde, befestigt und in das temperierte Organbad eingehéngt.
Unmittelbar danach wurde dem Donormedium 1 ml der zu analysierenden Ciclosporin-
Stammldsung (5 mg/ml) zugesetzt, entsprechend einer Ausgangskonzentration von 139 pg/ml.
Der Versuch wurde jeweils zu den vorgegebenen Zeitpunkten 0,5; 1; 2; und 4 h beendet. Die
Proben von Ileum, Donor- und Akzeptormedium wurden bis zur Analyse mittels HPLC bei —70
°C gelagert.
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3.7 Adsorption von Ciclosporin aus gelosten Kapseln an Glasoberfléichen

3.7.1 Versuchsziel

Ziel dieses Versuchs war die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Adsorption von
Ciclosporin aus zuvor in Wasser gelosten Kapseln an die Glasoberflichen des, bei obigem
Versuch (Punkt 3.6) benutzten Organbades.

3.7.2 Testpriparate

Cicloral® Kapseln 100 mg, Fa. Hexal (CIC)

Cyclosporine Capsules, USP (modified) 100 mg, Fa. Eon Labs (EON)
Sandimmun® Kapseln 100 mg, Fa. Novartis (SIM)

Sandimmun® Optoral Kapseln 100 mg, Fa. Novartis (OPT)

Zur Herstellung einer Ciclosporin-Stammldsung wurde in einem Erlenmeyerkolben jeweils eine
Kapsel mit 100 mg Ciclosporin in 20 ml Wasser dispergiert, woraus eine Konzentration von 5
mg/ml resultierte. Diese Losung wurde unmittelbar vor jedem Versuch frisch hergestellt, um
eine Adsorption von Ciclosporin an die Glaswand des Erlenmeyerkolbens moglichst zu
unterbinden.

3.7.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Durchfiihrung dieses Versuchs erfolgte analog der Studie am isolierten Rattenileum (siehe
Punkt 3.6.3). In Kiirze: ein doppelwandiges Glasgefdll wurde mit 35 ml Krebs-Henseleit-Puffer
befiillt, dieser kontinuierlich durchmischt und auf 37 °C temperiert. In die Pufferlosung wurde
ein Glasrohr eingebracht, durch welches Carbogen eingeleitet wurde. Zum Zeitpunkt t = 0 h
wurde 1 ml der Ciclosporin-Stammlosung  zugegeben,  entsprechend  einer
Ausgangskonzentration von 139 pg/ml. Zu den Zeitpunkten 0,5; 1; 2; und 4 h wurde jeweils 1 ml
der Ciclosporin-Dispersion entnommen und bis zur Analyse mittels HPLC bei —-70 °C

aufbewahrt. Auch dieser Versuch wurde als Doppelansatz in den beiden Mantelgefifien
durchgefiihrt.

3.8 Adsorption von Ciclosporin aus Ciclosporin-Losungen an Glasoberflichen

3.8.1 Versuchsziel

Ziel dieses Versuchs war die Bestimmung der Wiederfindung von Ciclosporin aus einer
Ciclosporin-Losung in einem Trinkglas und damit die indirekte Bestimmung der Adsorption von
Ciclosporin an Glas.

3.8.2 Testpriparate

Cicloral® Lésung 100 mg/ml, Fa. Hexal (CIC-L)
Sandimmun® Optoral Losung 100 mg/ml, Fa. Novartis (OPT-L)
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3.8.3 Versuchsdurchfiihrung

Der komplette Versuch lie8 sich an einem Tag durchfiihren. Da ein interindividueller Vergleich
der beiden Ciclosporin-Losungen vorgesehen war, wurde parallel immer eine gleiche Anzahl
von Ansitzen mit CIC-L und OPT-L begonnen.

Als Glasgetile kamen handelsiibliche Trinkgladser der Fa. Ikea mit einem Fassungsvolumen von
ca. 250 ml zum Einsatz. Nach Befiillen der Gldser mit 69 ml Leitungswasser wurde jeweils 1 ml
der Ciclosporin-Losung zugegeben. Die Ausgangskonzentration betrug somit 1,43 mg/ml.
Einmaliges Schwenken eines jeden Glases direkt im Anschluss diente der gleichmédBigen
Verteilung der Ciclosporin-Losung im Gefal3. Die Gldser verblieben sodann bei Raumtemperatur
in Ruhe. Fiir jeden der geplanten Messzeitpunkte (t = 0 h; 0,5 h; 1 h und 2 h) wurden eigene
Ansitze verwendet. Zu diesen Zeitpunkten wurde nach abermaligem Schwenken des Glases
jeweils 1 ml Probe entnommen und der Versuch beendet. Die Proben wurden 1:100 in Eluent
(MeCN/H,O/MeOH-200/140/20 (v/v/v) verdiinnt und ohne weitere Aufbereitung in die HPLC-
Apparatur injiziert.

3.9 Untersuchung der Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus, in Wasser bzw. Olivenol
gelosten Cyclosporine Capsules (EonLabs) und Sandimmun® Optoral Kapseln
(Novartis) bei Ratten unter steady-state Bedingungen

3.9.1 Vorversuch: Bestimmung des Zeitraums bis zum Erreichen von
steady-state Bedingungen

An insgesamt zwOlf ménnlichen WKY-Ratten wurde der Zeitraum bis zum Erreichen von
steady-state Bedingungen im Vollblut und Nierencortex nach peroraler Applikation der gelosten
Ciclosporin-Kapseln mittels Schlundsonde untersucht.

Dosierung

Analog obiger Versuche wurde durch Dispersion jeweils einer Kapsel Sandimmun® Optoral (100
mg Ciclosporin) in 20 ml Wasser eine Ciclosporin-Stammldsung (¢ = 5 mg/ml) téglich frisch
hergestellt. Die Dosierung orientierte sich am Korpergewicht der Ratten und betrug 10 mg/kg/d.
Einem ca. 300 mg schweren Tier wurden somit 0,6 ml der Ciclosporin-Stammldsung per
Schlundsonde appliziert. Die Verabreichung der Medikation erfolgte in 24h-Intervallen,
iblicherweise morgens gegen 8:30 Uhr, nachdem die Tiere zuvor gewogen wurden. Durch Gabe
eines entsprechenden Volumens Wasser an den ersten beiden Tagen wurden die Tiere an die
Prozedur des Schlundens gewohnt.

Durchfiihrung

Das Rattenkollektiv wurde in vier Gruppen zu je drei Tieren eingeteilt. Alle Gruppen erhielten
am gleichen Tag (d 0) ihre erste Dosis. Nach einem, drei, fiinf und sieben Tagen der Ciclosporin-
Gabe wurde die jeweilige Gruppe dekapitiert und Blut- und Nierencortexproben gewonnen. Die
Nieren wurden nach Entnahme mit isotoner Kochsalzlosung gespiilt, um anschliefend das
Cortexgewebe zu isolieren. Alle Proben wurden umgehend nach Gewinnung in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei —70 °C aufbewahrt.
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3.9.2 Hauptversuch: Zielsetzung

Anhand dieses Versuchs sollte der Einfluss von Nahrung unter besonderer Beriicksichtigung des
Fettgehalts auf die Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin an Ratten untersucht werden. Zur
Simulierung einer fettarmen im Vergleich zu einer fettreichen Erndhrung wurden die Kapseln
der beiden Testpraparate (EON und OPT) zum einen in Wasser, zum anderen in Olivenol gelost
und den Tieren per Schlundsonde appliziert.

3.9.3 Durchfithrung

Entsprechend den beiden, in zwei verschiedenen Medien (Wasser und Ol) dispergierten
Préaparaten, wurden jeweils acht Ratten den vier Gruppen EON-w, EON-61, OPT-w und OPT-6l
zugeteilt. Basierend auf den Erkenntnissen des Vorversuchs wurde den Ratten {iber fiinf Tage
hinweg, tdglich in 24h-Intervallen, Ciclosporin-Stammldsung mit einer Dosierung von 10
mg/kg/d per Schlundsonde appliziert. Die Herstellung der Stammldsung, sowie das Adaptieren
der Tiere an das Schlunden erfolgte analog Vorversuch.

Die ersten beiden Tiere einer jeden Gruppe wurden zur Ermittlung des Talspiegels (Co)
herangezogen, die letzten beiden fiir den Spiegel nach 24h (Cy4). Die Tiere 3-6 wurden einer
Kurzkinetik unterzogen, mit Bestimmung der Blutkonzentration zu den Zeitpunkten C,;, C; und
Cs4. In Tabelle 3 ist der zeitliche Ablauf des Behandlungsschemas am Beispiel der Gruppe 1
(EON-w) dargestellt.

Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der Behandlung von WKY-Ratten mit, in Wasser bzw. Olivendl gelosten
Cyclosporine Capsules (EON) und Sandimmun®™ Optoral Kapseln am Beispiel der Gruppe 1
(EON-w). X = tdgliche Applikation von 10 mg/kg/d Ciclosporin per Schlundsonde

Gruppe 1 dl1 d2 d3 d4 ds do d7 ds8 do
Tiere 1,2 X X X X X C-0h

Tiere 3, 4 X X X X X Kinetik

Tiere 5, 6 X X X X X Kinetik

Tiere 7, 8 X X X X X C-24h

3.9.4 Kurzkinetik

Zur Vorbereitung auf den Eingriff wurden die Ratten mit Sevofluran per Inhalation narkotisiert
und auf einem beheizbaren OP-Tisch flir Kleintiere dorsal fixiert. Die weitere Beatmung erfolgte
tiber die Schnauze mit einer Beatmungspumpe fiir Kleintiere. An einer Hinterpfote wurde ein
vendser Zugang gelegt. Uber diesen erfolgte kontinuierliche Elektrolyt-Infusion mittels Perfusor
(1 ml/h) zur Volumensubstitution und Kreislaufstabilisierung. Die Korpertemperatur wurde
wihrend der Kinetik rektal kontrolliert und iiber die Heizfunktion des OP-Tischs justiert. Nach
Eréftnung des Halsbereichs wurde in stumpfer Priparation die Trachea sowie die Arteria carotis
freigelegt. Eine optimierte Beatmung der Tiere liber den Zeitraum von vier Stunden wurde durch
Tracheotomie erreicht. Hierzu wurde zwischen die hyalinen Knorpelspangen (Cartilagines
tracheales) der Trachea hindurch eine Kaniile (16G) platziert, an die der Beatmungsschlauch
angeschlossen wurde. Die Kaniile wurde mit einem Faden fixiert, um ein spiteres Herausgleiten
zu verhindern. AnschlieBend wurde die Arteria carotis knapp oberhalb der geplanten
Punktionsstelle mit einem Faden abgebunden, wobei darauf geachtet wurde, nicht auch den
Nervus vagus mit abzubinden. Ein etwas weiter unterhalb positioniertes Stiick Faden diente im
weiteren Verlauf der Fixierung der Kaniile (26G) fiir den zentralen Zugang. Diese wurde
vorsichtig direkt unterhalb der Ligatur gelegt und iiber einen Dreiwegehahn an ein zentrales
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Blutdruckmessgeriit gekoppelt. Mit dieser Anordnung konnte sowohl die Uberwachung des
Blutdrucks wie auch die Blutentnahme durchgefiihrt werden. An diesem Punkt konnte die zweite
Ratte narkotisiert und der gleichen Prozedur unterzogen werden.

Das Sammeln von jeweils ca. 0,7 ml Blut in EGTA-dotierten Eppendorf-Reaktionsgefdien (1,5
ml) zu den Zeitpunkten 1h, 2h und 4h erfolgte iiber den Dreiwegehahn. Das entnommene
Volumen wurde unmittelbar danach iiber den zentralen Zugang mit isotoner Kochsalzlosung
substituiert. Nach Beendigung der Kinetik zum Zeitpunkt 4h wurden die Tiere dekapitiert.
Nieren, Leber und Ileum wurden entnommen, mit isotoner Kochsalzlosung gespiilt und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei —70 °C.

3.9.5 Pharmakokinetische Berechnung

Die pharmakokinetischen Parameter wurden modell-unabhéngig individuell aus den
Blutkonzentrationen ermittelt. Die maximalen Blutkonzentrationen (Cpax) und der zugehorige
Zeitpunkt (tmax) Wurden direkt aus den gemessenen Werten abgelesen. Die Berechnung der
Fliache unter der Blutkonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) erfolgte mittels Trapezregel-Integration
vom Zeitpunkt t-0 h bis t-4h.

3.10 Untersuchung zur Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus Cicloral® bei gesunden
Probanden — Einnahme nach fettreichem Friihstiick vs. Niichternapplikation

Studiencode: CIC-BV-1

3.10.1 Studienziel

Primires Studienziel

Ziel der Studie war die Bestimmung der relativen Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus zwei
Kapseln Cicloral® 100 mg bei oraler Gabe nach fettreichem Friihstick im Vergleich zur
Niichterneinnahme.

Zielparameter waren die Bestimmung des Ausmales der Bioverfiigbarkeit gemessen an der
Flache unter der Blut-Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) und der Geschwindigkeit des Anflutens
des Wirkstoffs im Blut, gemessen an den Maximalkonzentrationen (Cp,x) und dem Zeitpunkt
von Cax (tmax)-

Sekundire Studienziele

Als weitere pharmakokinetische Kenngréf3e wurde die Eliminationshalbwertszeit t;, ermittelt.
Vor Studienbeginn und nach deren Ende wurden klinisch-chemische Parameter bestimmt,
wihrend der Studie ,,Unerwiinschte Ereignisse* erfasst.

Dariiber hinaus sollten folgende Parameter analysiert werden:
Ciclosporin-Metaboliten AM1, AM1lc, AM9 und AM4N im Vollblut
Ciclosporin und die Metaboliten AM1, AM1c, AM9 und AM4N im Urin
Cortisol- und Cortisonspiegel im Plasma

Thromboxan A,, Prostacyclin und Stickstoffmonoxid (NO) im Urin
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3.10.2 Studienplan

Studiendesign
Es handelte sich um eine offene, monozentrische, zweifache Cross-over-Untersuchung mit
randomisierter Zuteilung des Behandlungsschemas.

Zeitliche Durchfiihrung
Die Studie wurde am Lehrstuhl fiir Pharmakologie der Universitit Regensburg von Dezember
2002 bis Januar 2003 durchgefiihrt.

Ethik

Die Priifung wurde in Ubereinstimmung mit §§ 40, 41 AMG iiber den Schutz des Menschen bei
der klinischen Priifung und gemi den Empfehlungen der Deklaration von Helsinki (zuletzt
gedndert in Edinburgh, Schottland, Oktober 2000) durchgefiihrt.

Die Priifunterlagen wurden vor Beginn des klinischen Teils der Ethikkommission des Klinikums
der Universitdt Regensburg vorgelegt. Das Votum war positiv.

3.10.3 Probandenpopulation

Es wurden 16 Probanden dem Screening-Verfahren unterzogen, von denen zwdolf in die Studie
aufgenommen wurden.
Die Auswahl der Probanden erfolgte anhand von Ein- und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien

méinnlich

o 18—45 Jahre

o schriftliche Einverstindniserklarung der Probanden

« Gewicht innerhalb des vorgegebenen Bereichs von Gréfle — 100 cm + 20 %
« Fehlen klinisch signifikanter Befunde bei der Baseline-Untersuchung

Ausschlusskriterien

o Teilnahme an klinischen Studien innerhalb eines Zeitraumes von vier Wochen vor
Verabreichung der Studienmedikation

« RegelmdBige Einnahme von Medikamenten, die Enzyminduktion oder Enzyminhibition
bewirken, innerhalb von vier Wochen vor Studienbeginn

« Blutspende oder dhnlicher Blutverlust innerhalb von zwei Monaten vor Studienbeginn

« Anamnestisch bekannte Uberempfindlichkeit gegen das Priifpriparat oder Wirkstoffe mit
dhnlicher chemischer Struktur

o Dauermedikation, welche die Pharmakokinetik der Priifmedikation beeinflussen konnte
(Antazida, CYP;3;As-Hemmstoffe oder —Induktoren)

« Klinisch relevant von der Norm abweichende Laborwerte

« Gastrointestinale Storungen, welche die Resorption beeintrachtigen konnten

. Spezielle Didt (z.B. strenge Vegetarier)

« Medikamenten-, Drogen-, Nikotin- oder Alkoholmissbrauch in der Vorgeschichte

. Probanden, denen die Moglichkeit fehlt, in stindigem Kontakt mit dem Priifarzt zu stehen

« Unzureichende Kooperation mit dem Priifarzt (z.B. Verdacht auf Non-Compliance)

. Vorliegen eines geistigen Zustandes, der es dem Betreffenden nicht moglich macht, das
Wesen der Priifung, deren Tragweite und mogliche Folgen zu verstehen

« HIV positiv

« Hepatitis B oder C positiv
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3.10.4 Medikation

Die Priifmedikation war Cicloral® Kapseln 100 mg, Fa. Hexal, Holzkirchen.
Eine Kapsel enthélt als arzneilich wirksamen Bestandteil 100 mg Ciclosporin.

Behandlung A: zwei Kapseln Cicloral®, Einnahme nach fettreichem Friihstiick (Test)
Behandlung B: zwei Kapseln Cicloral®, Einnahme niichtern (Referenz)

Die Priifmedikation wurde iiber die Apotheke des Klinikums der Universitit Regensburg
bezogen. Die Medikation wurde fiir jeden Probanden und jede Periode einzeln abgepackt und
gemilB §10 AMG beschriftet.

3.10.5 Durchfiihrung der Studie

Nach Aufkldrung durch den Priifarzt und schriftlicher Einverstindniserkldrung wurden die
Probanden kd&rperlich untersucht und Blut zur Bestimmung der Laborparameter abgenommen.
Zusitzlich wurde hierfiir von jedem Probanden eine Urinprobe genommen. Waren alle
Einschlusskriterien erfiillt und lag kein Ausschlusskriterium vor, so wurden die Probanden zu
den beiden Kinetiktagen in das Priifzentrum einbestellt.

Tabelle 4: Ubersicht des zeitlichen Ablaufs der Studie

Screening Periode 1 Periode 2

Tg—14 bis 0 Tg 1 Tg?2 Tg3 Tg 8 Tg9 Tgl10

Einverstindniserkldrung
Medizinische Anamnese
Korperliche Untersuchung
EKG

Blutbild, Serum-,
Urinanalyse
Drogen-Screening

Hepatitis Test, HIV Test"
Schwangerschaftstest
Einschluss/Ausschlusskriterie
n

Applikation Priifmedikation
Blutentnahme fiir Kinetik®
Sammelurin”’

Unerwiinschte Ereignisse
Begleitmedikation X
Blutbild, Serum-,

Urinanalyse

PRI R R <%
>~

MR =
it

it
eltsltaltaites
I rbe

el i

Die Probanden erschienen am jeweiligen Kinetiktag niichtern gegen 7:15 Uhr im Institut. Es
wurde eine Verweilkaniile in eine Armvene gelegt und Blut entnommen (Leerwert). Dann
wurde, gemdf3 Randomisierungsschema, der einen Hélfte der Probanden das fettreiche Friihstiick
gereicht, bestehend aus zwei Riihreiern, zwei Scheiben Speck, 120 g Bratkartoffeln, einem
Schokocroissant und 250 ml Vollmilch (3,8 % Fettgehalt). Das Friihstiick war somit gemal3 den
Empfehlungen der Food and Drug Administration (FDA) der USA zusammengestellt, die fiir
Biodquivalenzstudien zur Untersuchung des Nahrungseinflusses eine hochfette (ca. 50 % des
gesamten Energiegehalts) und hochkalorische (ca. 800 — 1000 kcal) Mahlzeit fordert (FDA 2001
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a). Direkt im Anschluss an das Friihstiick wurde von allen Probanden die Priifmedikation mit
200 ml Wasser unter Aufsicht eingenommen. Die zweite Hélfte der Probanden (Referenz) erhielt
zwel Stunden nach der Niichterneinnahme der Medikation ein fettarmes Friihstiick, bestehend
aus zwei Semmeln, Marmelade und Friichtetee. Entsprechend den unterschiedlichen
Essgewohnheiten durfte die Menge Brotchen zwischen 1,5 und 2,5 schwanken. Nach der
Blutentnahme nach fiinf Stunden nahmen die Probanden das Mittagessen in der Mensa der
Universitidt Regensburg ein. Vorgegeben war das Hauptgericht (Fleischgericht mit Beilage), das
Getrank war freigestellt, durfte jedoch nicht koffeinhaltig sein. Nach ca. sieben Stunden wurde
Gebick mit Friichtetee angeboten. Das Abendessen war freigestellt. Uber den Tag verteilt,
beginnend nach zwei Stunden, waren die Probanden gehalten, zusitzlich ca. einen Liter
Mineralwasser zu trinken. An den Kinetiktagen und am jeweils darauffolgenden Morgen bis zur
24h-Blutentnahme waren Rauchen, Alkohol oder coffeinhaltige Gertridnke nicht erlaubt.

Bei der Nachuntersuchung wurden erneut eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt, sowie
Blut und Urin analysiert.

Tabelle 5. Detaillierter Ablauf eines Kinetiktages
1. Tag, Periode 1 oder 2

Messpunkt Toleranz | Blutprobe | Weitere Untersuchungen/Aktivitdten
o | Zetpunke | Meszeitpu | G-4mD) | Lecruin
1. Urinfraktion (-24-0 h)
0 <-0,5h X Erscheinen der Probanden im Institut, Verweilkaniile,
Test: fettreiches Friihstiick (standardisiert)
Oh Einnahme: ca. 8 Uhr
Applikation 2 Kapseln Cicloral® mit 200 ml Wasser
1 0.5h 3 X
2 1h 3 X
3 1.5h 3 X
4 2h 3 X
Referenz: kontinentales Friihstiick (standardisiert)
5 2.5h 3 X
6 3h 5 X
7 4h 5 X 2. Urinfraktion (0-4 h)
8 5h 10 X
Mittagessen (standardisiert)
9 | 6h | 10 | X
Snack (freiwillig)
10 8h 10 X 3. Urinfraktion (4-8 h)
11 10 h 10 X
Abendessen (nicht standardisiert)
12 12n | 10 | X 4. Urinfraktion (8-12 h)
2. Tag, Periode 1 oder 2
13 24 h 20 X 5. Urinfraktion (12-24 h)
14 32h 30 X 6., 7. Urinfraktion (24-28 h, 28-32 h)
3. Tag, Periode 1 oder 2
15 48 h 60 X 8. Urinfraktion (32-48 h),
anschliefend Nachuntersuchung
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Die Probanden verbrachten die Kinetiktage in der Regel vollstindig am Institut. Sie waren
gehalten, Stresssituationen und Anstrengungen, die besonders auf die Cortisol- und
Cortisonspiegel hitten Einfluss nehmen kdnnen, zu vermeiden. Um circadianen Anderungen z.B.
bei den Cortisol- und Cortisonspiegeln Rechnung zu tragen, erfolgte die Einnahme der
Priifmedikation an den Kinetiktagen einheitlich gegen 8:00 Uhr.

3.10.6 Blut- und Urinproben

Zur Entnahme der Blutproben wurden K-EDTA-Monovetten”™, zur Entnahme der Plasmaproben
Lithium-Heparin-Monovetten® verwendet. Die Entnahme erfolgte aus einer Armvene am
Unterarm oder Ellenbogen — am Kinetiktag bis zwdlf Stunden aus einer Verweilkaniile, sonst
durch Punktion. Die Verweilkaniilen wurden im Anschluss an jede Entnahme mit 1-2 ml
physiologischer Kochsalzlosung mit 1 % Liquemin® N 25000 gespiilt, um Verstopfung zu
vermeiden.

Der Urin wurde iiber den Zeitraum der jeweiligen Fraktion in Urilab-Flaschen gesammelt.
Hiervon wurde ein Aliquot in 4,5 ml PPN-R6hrchen abgefiillt.

Die Blut-, Plasma- und Urinproben wurden bis zur Analyse bei —70 °C gelagert.

3.10.7 Datenmanagement

Datenerhebung
Alle Daten wurden in Protokollbogen (CRFs) eingetragen und von dort nach Beendigung der
Datenerhebung in tabellarischer Form zusammengestellt.

Pharmakokinetische Berechnung

Die pharmakokinetischen Parameter der Substanzen wurden modell-unabhéngig individuell aus
den Blutkonzentrationen ermittelt. Die maximalen Blutkonzentrationen (Cp.x) und der
zugehorige Zeitpunkt (tm.x) wurden direkt aus den gemessenen Werten abgelesen. Die
Eliminationshalbwertszeit (t;2) wurde durch log-lineare Regression im abfallenden Teil der
Konzentrations-Zeit-Kurve, typischerweise von 10 bis 24 h, berechnet. Die Berechnung der
Flache unter Blutkonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) erfolgte mittels Trapezregel-Integration bis
zum letzten Zeitpunkt (tjs), an dem messbare Konzentrationen gefunden wurden (AUC,). Die
Ermittlung der Restfliche (AUC..) erfolgte durch Division dieser Konzentration mit der
Eliminationskonstanten, die sich aus der Halbwertszeit errechnen ldsst (kg = In2 / t;). Die
Summe beider Flachen ergibt die AUC von Null bis Unendlich (AUC,, = AUC; + AUC). Die
Berechnungen wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL 7.0 (Microsoft
Corporation) durchgefiihrt.

Statistische Methoden

Ziel der statistischen Auswertung war die Bestimmung der relativen Bioverfiigbarkeit von
Ciclosporin und dessen Metaboliten AM1, AM1lc, AM9 und AM4N nach Applikation von zwei
Kapseln Cicloral® mit je 100 mg Ciclosporin nach einem fettreichen Friihstiick (Test) im
Vergleich zur Niichternapplikation (Referenz). Dazu wurden die Bioverfiigbarkeitsparameter
(AUC, Cpax, tmax) beider Medikationen bestimmt und auf Biodquivalenz gepriift (Steinijans und
Hauschke, 1993). Es wurden die Quotienten Test/Referenz fiir die Parameter Cy,,.x und AUC und
die zugehorigen 90%-Konfidenzintervalle unter Verwendung eines Computerprogramms
berechnet (BIOQPC V 1.2.2, erhalten von Dr. Steinijans, Byk-Gulden, Konstanz). Das
Programm berechnet die Konfidenzintervalle mit Hilfe parametrischer und nichtparametrischer
Verfahren (ANOVA, Wilcoxon-Test) direkt aus den Daten und/oder nach logarithmischer
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Transformation. Als Biodquivalenzbereiche wurden 80 — 125 % fiir AUC und Cp,x gesetzt
(Bereich fiir logarithmierte Daten) (FDA 2002). Zur Beurteilung von Unterschieden in ty,x
wurden die individuellen Differenzen in tmax gebildet und basierend auf dem Wilcoxon-Test das
Konfidenzintervall berechnet. Unterschiede in tn.,x wurden abgelehnt wenn das 90%-
Konfidenzintervall den Wert Null beinhaltete (Blume und Mutschler 1989, Steinijans und
Hauschke 1993).

3.11 Pilotstudie: Untersuchung zur Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus Cyclosporine
Capsules (EonLabs) vs. Cicloral® (Hexal) an gesunden Probanden

Studiencode: EON-CIC-BV-1

3.11.1 Studienziel

Priméres Studienziel

Ziel der Studie war die Bestimmung der relativen Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus zwei
Kapseln Cicloral® 100 mg im Vergleich zur Applikation von zwei Kapseln Cyclosporine
Capsules (EON) 100 mg.

Zielparameter waren die Bestimmung des Ausmalles der Bioverfligbarkeit gemessen an der
Flache unter der Blut-Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) und der Geschwindigkeit des Anflutens
des Wirkstoffs im Blut, gemessen an den Maximalkonzentrationen (Cyax) und dem Zeitpunkt
von Cmax (tmax)-

Sekundire Studienziele

Als weitere pharmakokinetische Kenngréf3e wurde die Eliminationshalbwertszeit t;, ermittelt.
Wihrend der Studie wurden ,,Unerwiinschte Ereignisse® erfasst.

Dariiber hinaus sollten folgende Parameter analysiert werden:

Ciclosporin-Metaboliten AM1, AM1lc, AM9 und AM4N im Vollblut

Cortisol- und Cortisonspiegel im Plasma

Blutdruck und Herzfrequenz

3.11.2 Studienplan und Probanden

Die Pilotstudie war eine offene, dreifache Cross-over-Untersuchung mit randomisierter
Zuteilung des Behandlungsschemas (auBBer Behandlung C, sieche Punkt 3.11.4) und wurde als
Selbstversuch durchgefiihrt. Als Probanden stellten sich zwei Mitarbeiter des Lehrstuhls fiir
Pharmakologie der Universitidt Regensburg zur Verfiigung.

3.11.3 Medikation
Die Prifmedikation war:

Behandlung A: 2 Kapseln Cicloral® mit je 100 mg Ciclosporin
Behandlung B: 2 Kapseln Cyclosporine Capsules mit je 100 mg Ciclosporin
Behandlung C: keine Medikation
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Die Priifmedikation wurde iiber die Apotheke des Klinikums der Universitit Regensburg
bezogen.

3.11.4 Durchfiihrung der Studie

Die Durchfiihrung der Untersuchung erfolgte analog der Studie CIC-BV-1 (siehe Punkt 3.10),
mit folgenden Abweichungen:

Periode 1: 01.08.2002 (bei beiden Probanden Behandlung A)

Periode 2: 06.08.2002 (bei beiden Probanden Behandlung B)

Periode 3: 29.10.2002 (bei beiden Probanden Behandlung C)

Behandlung C war nicht randomisiert; der Kinetiktag verlief entsprechend Behandlung A und B,
jedoch ohne Ciclosporin-Medikation

Vor- und Nachuntersuchung entfielen

der zeitliche Ablauf eines Kinetiktages war gleich, allerdings wurde das Mittagessen bereits nach
vier Stunden eingenommen. Die Kinetik wurde zum Zeitpunkt t = 32 h beendet und auf die
Probennahme bei t = 48 h verzichtet

kein Vergleich von fettreicher zu normalfetter Nahrung, deshalb kein fettreiches, sondern
ausschlieBlich fettarmes, standardisiertes Friihstiick 2 h nach Medikationseinnahme (analog
Behandlung B der Studie CIC-BV-1)

zu den Zeitpunkten 0, 2, 4 und 8 h wurden Blutdruck und Herzfrequenz gemessen

3.11.5 Datenmanagement

Datenerhebung, pharmakokinetische Berechnung und statistische Methoden entsprachen der
Studie CIC-BV-1. Da anhand der Daten von zwei Probanden aus statistischen Griinden keine
Aussagen zur Biodquivalenz gemacht werden kénnen, wurde auf deren Priifung verzichtet.

3.12 Analyse von Ciclosporin und Ciclosporin-Metaboliten in verschiedenen organischen
Matrices

Die Bestimmung der Konzentrationen von Ciclosporin und dessen Metaboliten AM1, AMIc,
AM9 und AM4N in Vollblut, Urin, gepufferter Losung, sowie den Organen Leber, Niere und
Ileum wurde mit Hilfe validierter HPLC-Methoden durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung
erfolgte mit einem kommerziell erhiltlichen Kit (Recipe, Miinchen). Die verwendeten HPLC-
Bedingungen basierten auf bereits publizierten Methoden (Brozmanova et al. 2001, Christians
und Zimmer 1987).
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3.12.1 Probenvorbereitung

Die Aufbereitung der Proben erfolgte in leicht abgewandelter Weise zur Anleitung des
ClinRep®-Komplettkits “Ciclosporin und Metaboliten im Vollblut” der Firma Recipe (detaillierte
Aufstellung siehe Tabelle 6).

Das eingesetzte Volumen von Vollblut-, Urin- und Puffer-Proben (= Probenvolumen) lag bei 0,2
- 1 ml. Diesem wurden 50 pl oder 100 pl Interner Standard (= 250 ng / 500 ng Cyclosporin D,
[.S.) und 2 ml (bei Urinproben 1 ml) Prézipitationsreagenz (Zinksulfat 10 % in Acetonitril-
Methanol-Mischung) zugesetzt. Zur Erreichung einer mdglichst vollstindigen Eiweifdllung
wurden die Proben ca. 20 sec am Vortex gemischt, danach 5 min im Kiihlschrank aufbewahrt
und bei 4000 U/min 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf ein, mit Methanol und
Reinstwasser konditioniertes Extraktionssdulchen dekantiert und mit einem Absaugtopf durch
die Packung der Sdule gesogen. Die Analyten werden dabei adsorbiert. Zur Entfernung polarer
Verunreinigungen folgte die Zugabe von 2,5 ml (bei Urinproben 2 x 2 ml) Waschlésung W
(Acetonitril-Wasser-Mischung), danach wurden lipophile Verunreinigungen mit 0,5 ml Heptan
ausgewaschen. Der Durchlauf wurde verworfen, die Spitzen der Absaugkaniilen getrocknet und
mit 0,3 ml Elutionsreagenz E 2 min durchgesaugt. Die hierbei desorbierten Analyten wurden in
4,5 ml PPN Rohrchen aufgefangen und mit 1 ml Heptan und 0,1 ml Reinstwasser versetzt,
entsprechend einem Elutionsvolumen von 0,4 ml. Nach 20 sec Mischen am Vortex und erneutem
Zentrifugieren (4000 U/min, 2 min) wurden 150 pl der unteren Ethanol-Wasser-Phase in Glas-
Minivials abpipettiert, wovon 10 — 50 ul in die Sdule injiziert wurden.

Zur Aufbereitung von Organproben wurden ca. 100 mg Gewebe in einem 4,5 ml PPN Rohrchen
mit 1 ml isotoner Kochsalzlosung und 100 pl internem Standard versetzt. Nach 5 sec
Homogenisierung am Ultraturrax und Zugabe von 2 ml Prézipitationsreagenz wurde analog der
Vollblutproben weiter verfahren.

Die Proben aus Versuch 3.8 wurden nicht aufbereitet, sondern nach Verdiinnung direkt in die
HPLC-Sé4ule injiziert.

Tabelle 6: Chromatographische Bedingungen der einzelnen Versuche (1.S. = Interner Standard CsD,
Eluent = MeCN-MeOH-H,0)

Versuch Proben-Vol I.S.-Vol Sédule Eluent T (°C) Injektions

(Nr.) (ul (ul) (Phenomenex) (ml) -Vol (pul)
3.6 Donor 1000 100 PhenylHexyl 200-80-140 75 10
Akzeptor 500 100 PhenylHexyl 200-80-140 75 50
3.7 200 100 PhenylHexyl 200-80-140 75 20
3.8 --- - Polar RP 200-20-140 70 20
3.9 600 100 Polar RP 200-20-140 70 50
3.10 Urin 500 100 Polar RP 200-20-180 75 50
Vollblut 1000 50 Polar RP 200-20-180 75 50
3.11 1000 50 Polar RP 200-20-180 75 50

Sehr hoch konzentrierte Proben wurden vor der Aufbereitung verdiinnt
Donorproben aus Versuch 3.6 (1:50), sowie die Proben aus Versuch 3.7 (1:20) und 3.8 (1:100).

. Dies war der Fall fur die
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3.12.2 Chromatographisches System
Folgendes chromatographisches System wurde verwendet:

HPLC: Pumpe LC 10AT, Autosampler SIL-10A, Steuergerit SCL-10A, Integrator
Class-LC10, Sdulenofen ERC125

Detektor: SPD 10A (205 nm)

Sédulen: Phenomenex Luna Phenylhexyl, 5 um, 150 x 4,6 mm
Phenomenex Synergi 4 pum Polar RP 80A, 150 x 4,6 mm

Eluent: Acetonitril — Methanol — Wasser
Fluss: 1 ml/min, 2 ml/min (s.u.)
Substanzen: CsA, CsD, AM1, AMl1c, AM4N, AM9
Wiederfindung: Metaboliten: ca. 80 %, CsA: ca. 70 %, CsD: ca. 60 %
Best.Grenze: 15 ng/ml fiir CsA

In der Regel erfolgte die Analyse unter isokratischen Bedingungen bei einem Fluss von 1
ml/min. Fiir die beiden Kinetikstudien CIC-BV-1 (3.10) und EON-CIC-BV-1 (3.11) wurde ein
System mit Flussgradient etabliert. Dieses erlaubte sowohl eine ausreichende Auftrennung der
strukturell sehr nah verwandten Ciclosporin-Metaboliten, wie auch eine relativ schnelle Elution
von CsA und dem internen Standard CsD.

Bei der frither durchgefiihrten Analyse der Proben aus der Studie EON-CIC-BV-1 verursachte
das schnelle Wechseln des Flusses (innerhalb von 0,2 min) eine verhiltnismafBig starke Drift der
Basislinie (siche Abb. 8). Diesem Phdnomen wurde bei der Studie CIC-BV-1 durch
Verdreifachung dieses Zeitraumes auf 0,6 min begegnet (siche Abb. 9).

Tabelle 7. Zeitprogramm der Flussgradienten (min)

Fluss (ml/min) CIC-BV-1 EON-CIC-BV-1
1 0.0-10.4 0.0-129
2 11.0-20.0 13.1-20.5
1 20.5-21.0 20.7-22.0

Sofern die Ergebnisse intraindividuell zu vergleichen waren (cross-over-Design), wurden die
Proben eines Probanden beider Untersuchungstage in einem Assay analysiert, um systematische
Fehler durch Inter-Assay-Variation zu vermeiden.

Fiir die Analytik in der Studie CIC-BV-1 wurden zur Absicherung der, von der Fa. Recipe
angefiihrten analytischen Kenndaten, in jedem Assay ein Leerwert und dotierte Kontrollproben
mitgefiihrt. Dabei lag die Konzentration von Kontrolle 1 im oberen, die von Kontrolle 2 im
unteren Bereich der zu erwartenden Konzentrationen. Mit Hilfe dieser Kontrollen wurden die
analytischen Kenndaten Prézision und Richtigkeit (Bias) ermittelt.

- 45 -



Probanden, Material und Methoden

Tabelle 8: Prdzision und Richtigkeit (Bias) der Bestimmung von Ciclosporin und der Metaboliten AM1
und AM9 im Vollblut von zwélf Assays der Studie CIC-BV-1.

Sollwert Istwert Intra-Assay- Richtigkeit
(ng/ml) (ng/ml) Prézision (%) (%)
CsA 800 918 13 +15
50 56 9 +12
AM1 200 282 6 +41
12,5 17 5 +36
AM9 200 274 6 +37
12,5 16 8 +28

Ein Assay gliederte sich typischerweise wie folgt:

1 Proband x 2 Tage x 16 Proben 32 Proben
1 Leerplasma (Anfang) 1 Probe
3 Referenzstandards (Anfang, Mitte, Ende) 3 Proben
4 Kontrollproben, 2 x KA, 2 x KC (Anfang, Ende) 4 Proben
40 Proben

3.12.3 Auswertung

Die vom Integrator gelieferten Messwerte wurden in eine Excel-Tabelle iibertragen und die
Peakhohen nach der Methode des internen Standards ausgewertet (mit Ausnahme von Versuch
3.8, der iiber den Referenzstandard ausgewertet wurde). Zur Erkennung von Ubertragungsfehlern
wurden auch die Peakflichen ausgewertet und mit der Auswertung iiber die Peakhohen
verglichen. Beide Methoden sollten tibereinstimmende Resultate liefern. Proben mit gemessenen
Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze wurden ‘Null’ gesetzt.
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3.12.4 Beispielchromatogramme

mAbs

10

0 5 10 15 2'9
Abbildung 8: Referenzstandard (SR) zur Studie
EON-CIC-BV-1 mit einer einheitlichen
Konzentration von 1250 ng/ml. 1 = AMI, 2 =

AMY, 3 = AMlc, 4 = AM4N, 5 = Cs4, 6 = CsD.

Injektionsvolumen: 50 ul.

mAbs

0 5 10 15 20
min

Abbildung 10: Kontrolle A der Studie CIC-BV-
1. Die Konzentration der Metaboliten war 200

ng/ml, von CsA und CsD 800 ng/ml. 1 = AM1, 2

=AMY, 4 = CsA, 5 = CsD, (3 = Storpeak).
Injektionsvolumen: 25 ul

mAbs

0 5 10 15 20
min
Abbildung 9: Referenzstandard (SR) zur Studie
CIC-BV-1. Die Konzentration der Metaboliten
war 1000 ng/ml, von CsA und CsD 2000 ng/ml.
1 =AMI, 2 =AM9Y, 3 = AMlIc, 5 = Cs4, 6 =
CsD, (4 = Storpeak). Injektionsvolumen: 25 ul

mAbs

0 5 10 15 20
min

Abbildung 11: Leerwert der Studie CIC-BV-1.
2 = CsD, (1 = Storpeak).
Injektionsvolumen: 25 ul
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mAbs

Abbildung 12: Vollblutprobe eines Probanden
der Studie CIC-BV-1 1,5 h nach Einnahme der
Medikation. Die Konzentration war fiir AM1
396,6, AMY 337,7 und CsA 1121,1 ng/ml.

, 2=AMI, 3 =AMY, 5 =CsA4, 6 = CsD, (1,4 =
min Storpeaks). Injektionsvolumen: 25 ul

3.13 Analyse von Cortisol und Cortison im Plasma

Fiir die Bestimmung der Plasmaspiegel von Cortisol und Cortison wurde, ausgehend von einem
bereits veroffentlichten Verfahren (Santos-Montes et al. 1994, Santos-Montes et al. 1995) eine
neue HPLC-Methode entwickelt (Kees et al. 2002). Hierbei wird Plasma mit
Natriumhydrogencarbonat auf pH 9 gepuffert und mit Dichlormethan extrahiert. Dieses wird
eingedampft, der Riickstand in mobiler Phase aufgenommen und ein Aliquot injiziert. Als
interner Standard wird Methylprednisolon (MPL) mitgefiihrt.

3.13.1 Probenvorbereitung

In 4,5 ml PPN Rohrchen wurden 0,5 ml Plasma vorgelegt, 50 ul interner Standard (MPL 2
ng/ml) zugesetzt und mit 0,3 ml NaHCO; auf pH 9 gepuffert. Nach dem Mischen (Reax) und
Zugabe von 2 ml Dichlormethan wurde 10 min iiber Kopf geschiittelt und anschlieBend
zentrifugiert (4000 U/min, 10 min). Die obenliegende Wasserphase wurde exakt, doch moglichst
ohne Verluste iiber eine Pasteurpipette abgesaugt. Nach Trocknen mit 100-150 mg Na,SO4
wasserfrei wurde erneut 5 min iiber Kopf geschiittelt und abzentrifugiert (4000 U/min, 5 min).
Das iiberstehende Dichlormethan wurde in neue PPN Rohrchen dekantiert und eingedampft. Der
Riickstand wurde mit 150 pl Eluent aufgenommen und kurz anzentrifugiert (4000 U/min, 1 min),
um Losemittelreste von der Wandung der Rohrchen zu entfernen. Die Losung wurde in HPLC-
Minivials aus Kunststoff abgefiillt und 50 pl in die Sdule injiziert.
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3.13.2 Chromatographisches System

Folgendes chromatographisches System wurde verwendet:

HPLC: Pumpe LC 10AT, Autosampler SIL-10A, Steuergeridt SCL-10A, Integrator
Class-LC10, Saulenofen ERC125

Detektor: SPD 10A (245 nm)
Saulen: Phenomenex Synergi 4um Polar RP 80A, 150 x 4,6 mm
Saulentemp.: 30°C
Eluent: 700 ml Wasser, 300 ml Acetonitril
Fluss: 1 ml/min
Substanzen: Cortisol (CSL), Cortison (CSN), 6a-Methylprednisolon (MPL)

Wiederfindung: 60-90 %; nicht quantitativ, da beim Absaugen unterschiedlich viel
Dichlormethan verloren geht

Best.Grenze: 5 ng/ml

Da die Ergebnisse der Kinetikstudien 3.10 und 3.11 intraindividuell zu vergleichen waren (cross-
over-Design), wurden die Proben eines Probanden beider Untersuchungstage in einem Assay
analysiert, um systematische Fehler durch Inter-Assay-Variation zu vermeiden. Bei Versuch 3.10
wurden die Proben beider Kinetiktage von insgesamt drei Probanden je Assay analysiert.

Zur Qualitatssicherung wurden bei jedem Assay Kontrollen mit einer Cortisol-Konzentration
von 300 und 50 ng/ml mitgefiihrt. Die Konzentrationen von Cortison in den Kontrollen betrug
jeweils ein Fiinftel der Cortisolwerte.

Tabelle 9: Prdzision und Richtigkeit (Bias) der Bestimmung von Cortisol (CSL) und Cortison (CSN) im
Plasma von sieben Assays der Studie CIC-BV-1.

Sollwert Istwert Intra-Assay- Richtigkeit
(ng/ml) (ng/ml) Prézision (%) (%)
CSL 300 306 18 +2
50 48 20 -4
CSN 60 54 20 - 10
10 9 27 - 10

Bei jedem Assay wurden Standardreihe, Leerplasma, hoch- und niedrigkonzentrierte Kontrolle je
zweifach mitgefiihrt. Zur Herstellung der Standardreihen und Kontrollen wurde Leerplasma
dotiert. Dieses wurde einem freiwilligen Probanden grundsdtzlich abends entnommen, da hier
die physiologischen Spiegel von Cortisol und Cortison relativ niedrig sind.

Tabelle 10: CSL- und CSN-Konzentrationen der Standardreihe und Kontrollen

S1 S2 S3 S4 S5 S6 K-A K-B
CSL (ng/ml) 1000 500 200 100 50 20 300 50
CSN (ng/ml) 200 100 40 20 10 4 60 10
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3.13.3 Beispielchromatogramme

mAbs

0 5 10
min

Abbildung 13: Referenzstandard (SR) mit einer
einheitlichen Konzentration von 250 ng/ml;
1=CSL,2=CSN,3=MPL,
Injektionsvolumen: 50 ul.

mAbs

ONV ]

0 5 10"
min

Abbildung 15: Plasmaprobe eines Probanden
um ca. 8:00 Uhr mit einer Konzentration von
172,5 ng/ml CSL und 19,4 ng/ml CSN. 1 = CSL,
2 = CSN, 3 = MPL, Injektionsvolumen: 50 ul.

mAbs

0 5 10

min

Abbildung 14: Standard mit einer Konzentration

von 100 ng/ml CSL und 20 ng/ml CSN. 1 = CSL,
2 = CSN, 3 = MPL, Injektionsvolumen: 50 ul.

mAbs

0 5 10
min
Abbildung 16: Plasmaprobe eines Probanden
um ca. 18:00 Uhr mit einer Konzentration von
60,3 ng/ml CSL und 10,6 ng/ml CSN; 1 = CSL,
2 = CSN, 3 = MPL, Injektionsvolumen: 50 ul.
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3.13.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte anhand der Peakhohen (die Peakflichen wurden zur Kontrolle
mitgefiihrt) iiber die Standardreihe. Nach Normierung der Standards auf die mittlere
Wiederfindung des internen Standards wurde die Standardgerade tiber die Gleichung y =mx + b
erstellt. Die Plasmaproben wurden ebenfalls auf die mittlere Wiederfindung des internen
Standards der Standardproben normiert und die Konzentrationen von Cortisol und Cortison iiber
x = y/m aus der Standardgerade ermittelt.

3.14 Analyse von Prostacyclin im Urin

Zur Bestimmung der Urinspiegel von Prostacyclin diente ein kommerziell erhiltlicher enzyme
immuno assay (EIA)-kit der Firma Cayman Chemical. Dieser beruht auf dem Nachweis von 6-
keto PGF,,, einem der Hauptmetaboliten des Prostacyclins.

Das Prinzip des Assays ist die Konkurrenz von 6-keto PGF;, in der Probe und einer konstanten
Menge 6-keto-PGF,-Acetylcholinesterase-Konjugat (Tracer) um eine limitierte Anzahl an
spezifischen 6-keto PGF,-Antikorpern. Die Menge an Tracer, welche mit Antikérpern
komplexiert, ist dabei indirekt proportional zur Menge 6-keto PGF, in der Probe. Die jeweiligen
Antigen-Antikorper-Komplexe binden an, am Boden der Wells befindliche monoklonale
Antikorper. Ungebundene Reagenzien werden entfernt und mit Ellmans Reagenz, welches das
Substrat fiir die Acetylcholinesterase (AchE) enthilt, zu einem gelben Produkt (5-Thio-2-
Nitrobenzoesdure) umgesetzt. Dieses besitzt eine starke Absorption bei einer Wellenldnge von
412 nm. Die Farbintensitit ist dabei indirekt proportional zur Konzentration von 6-keto PGF, in
der Probe (siche Abbildung 17).

3.14.1 Durchfithrung

Die Durchfiihrung erfolgte in 96 Well-Mikrotiterplatten geméf den Kits beiliegender Anleitung.
Da, wie bereits geschildert, die Ergebnisse intraindividuell zu vergleichen waren (cross-over-
Design), wurden die Proben eines Probanden beider Untersuchungstage in einem Assay
analysiert, um systemische Fehler durch Inter-Assay-Variation zu vermeiden. Als Kontrollen zu
den Urinfraktionen der Probanden dienten analoge Urinfraktionen (0-4, 4-8, 8-12 und 12-24 h)
von fiinf Mitarbeitern des Lehrstuhls, die keine Ciclosporin-Medikation erhalten hatten.

Der Urin wurde in einer Verdiinnung von 1:16 und 1:31 eingesetzt, wobei sich 1:16 als
iberlegen herausstellte. Die Inkubationsdauer nach Zugabe des Ellmans Reagenzes betrug drei
Stunden. Die sich anschlieBende Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 405 nm
wurde mit einem Plate-Reader am Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Biologie der Universitit
Regensburg vorgenommen.

-51 -



Probanden, Material und Methoden

/[OJ\ +~ Acetylthiocholin
s > N

O +
/U\ o 37\/ N ~

+
-00C COO-

+~ _
-00C i
5-Thio-2-nitrobenzoesiure

Abbildung 17: Farbreaktion zu 5-Thio-2-nitrobenzoesdure zum indirekten Nachweis von 6-keto PGF,
bzw. TxB, (6-keto Prostaglandin F, EIA Kit, Thromboxane B, EIA Kit).

3.14.2 Auswertung

Die Auswertung der Kits erfolgte nach Leerwertabzug iiber die externe Standardmethode. Die
Standardgerade wurde durch lineare Auftragung der optischen Dichte auf der Ordinate und durch
logarithmierte Auftragung der Konzentration auf der Abszisse erhalten. Das Bestimmtheitsmal3
betrug im Mittel > = 0,96. Werte die auBerhalb der Standardgeraden lagen wurden nicht
berticksichtigt.

3.15 Analyse von Thromboxan A; im Urin

Zur Bestimmung der Konzentrationen von Thromboxan A, (TxA;) wurde ebenfalls ein EIA-Kit
der Firma Cayman Chemical verwendet, der nach exakt gleichem Schema wie obiger Kit
funktioniert (siche Abb. 17). Als Analyt diente hier Thromboxan B, (TxB;), das durch
nichtenzymatische Hydrolyse aus TxA; entsteht.

Die Durchfithrung und Auswertung erfolgte wie unter Punkt 3.14 beschrieben, mit folgenden
Abweichungen:

die Verdiinnung der Urinproben lag bei 1:5 und 1:16, letztere erwies sich als geeigneter
doppellogarithmische Auftragung der Standardgeraden

mittleres BestimmtheitsmaB 1> = 0,98
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3.16 Analyse von Stickstoffmonoxid (NO) im Urin (CIC-BV-1)

NO wird im Organismus iiber zahlreiche Wege verstoffwechselt, an deren Ende Nitrit (NO,)
und Nitrat (NO3") stehen. Das Verhiltnis der beiden Produkte ist dabei variabel. Mit Hilfe des
verwendeten kolorimetrischen Assay-Kits der Firma Cayman Chemical konnten Nitrit und Nitrat
in ihrer Gesamtkonzentration bestimmt werden. In einem ersten Schritt wird Nitrat mittels
Nitrat-Reduktase zu Nitrit reduziert. In einem zweiten Schritt wird nach Zugabe von Griess
Reagenz-1 (Sulfanilamid) und Griess Reagenz—2 (N-(1-Naphthyl)ethylendiamin) das Nitrit zu
einem tiefvioletten Azofarbstoff umgesetzt. Die Intensitdt der Farbung ist hier proportional zur
Nitritkonzentration.

Nitrat Reduktase

w
N
=Z

=

NH, N
H+
NO, + _
SO,NH, SONH,
Griess-1
N
1,
N o >N SN
© * 99
SO,NH .
2ne Griess-2 N
N
SO,NH,

Azofarbstoff

Abbildung 18: Farbreaktion zu einem Azofarbstoff zum Nachweis von Nitrit/Nitrat (Nitrate/Nitrite
Colorimeric Assay Kit, Fa. Cayman).

Die Durchfiihrung und Auswertung erfolgte gemiB, den Kits beiliegender Anleitung.
Folgende Bedingungen wurden dafiir gewahlt:

Verdiinnung der Urinproben 1:31

Inkubation von 15 min nach Zugabe von Griess Reagenz

Messung bei 570 nm mittels Plate-Reader

doppellineare Auftragung der Standardgeraden

Korrelation r* > 0,99
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3.17 Bestimmung des Kreatinins in Plasma und Urin

Die Analyse der Kreatinin-Spiegel im Plasma erfolgte nach EnteiweiBung anhand der Jaffé-
Reaktion. Die Methode basiert auf der Bildung eines gelbgefiarbten Komplexes von Kreatinin
und Pikrat, das in alkalischem Milieu aus Pikrinsdure entsteht.

Jeder Assay bestand aus Leerwert, Standard und Proben. Als Leerwert diente eine Mischung von
je 0,5 ml Aqua dest. und Trichloressigsdure (1,2 mol/l), als Standard eine Mischung von je 0,5
ml Kreatinin-Losung (2 mg/dl) und Trichloressigsdure (1,2 mol/lI). Von jeder Probe wurde 1 ml
als Probenvolumen eingesetzt. Nach EnteiweiBung mit 1 ml 1,2-M-Trichloressigsdure und
Abzentrifugieren (10 min, 4000 U/min) des Niederschlags wurde der Uberstand in ein frisches
Reagenzglas dekantiert. Anschlieend wurde 1 ml einer Mischung aus gleichen Teilen 1,6 M
NaOH und 35 mM Pikrinsdure zugegeben und 20 min bei 25 °C in einem Wasserbad inkubiert.
Die spektralphotometrische Messung der Absorption erfolgte bei 520 nm in einer Kiivette der
Schichtdicke 1 cm.

Die Konzentrationen wurden anhand folgender Formeln berechnet:

Plasma Urin

C (mg/dl) = 2;0 X EProbe / EStandard C (mg/dl) =100 x EProbe / EStandard

Die Berechnung der Kreatinin-Clearance (CL) erfolgte mit der Formel:

CL (ml/min) = Urin-Krea (mg/dl) x 24h-Urinvolumen

Serum-Krea (mg/dl) x 1440 min

Als Normbereiche fiir junge Manner wurden festgesetzt:
Plasma < 1,3 mg/dl (Thomas 1992)

Urin 1,0 -2,5 g/24h (Keller 1991)

Clearance 98 — 156 ml/min (Schirmeister et al. 1964).
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4. Ergebnisse

4.1 Invitro Untersuchung zur Resorption von Ciclosporin am isolierten Rattenileum

Die mittlere Wiederfindung von Ciclosporin in der Donorlosung des Organbads zeigte bei
Sandimmun® Optoral (OPT) und Gengraf™ (GEN) iiber den gesamten Zeitraum von 4 h einen
fast deckungsgleichen Verlauf. Die Wiederfindung nach einer Stunde entsprach mit 100 % dem
Ausgangswert. Im weiteren Verlauf war ein anndhernd linearer Abfall auf ca. 90 % nach 4 h
festzustellen. In der Donorlésung von Cyclosporine Capsules (EON) reduzierte sich die
Wiederfindung bereits nach einer Stunde auf ca. 75 % und blieb bis 4 h konstant auf diesem
Niveau. Die Unterschiede von EON zu GEN und OPT waren in der Donorldsung nicht
signifikant.

Donorlésung —e— OPT
—o— EON
—Aa— GEN
()]
c
=}
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S —
£ R
QO =
e
Q
=
40 + : i : i : 1 : i Zeit [h]
0 1 2 3 4

Abbildung 19:Prozentuale Wiederfindung von Cyclosporin A in der Donorlésung des Organbads.
OPT = Sandimmun® Optoral, EON = Cyclosporine Capsules, GEN = Gengraf™ (MW +
SEM, n =5).

In der Akzeptorlosung war initial ein deutlicher Anstieg der Konzentration von Ciclosporin bei
allen Testpraparaten zu verzeichnen. Im Fall von OPT wurde mit knapp 6 pg/ml mehr als das
Doppelte des Werts von GEN erreicht. Die mittlere Konzentration von OPT sank mit 3 pg/ml
dann wieder auf das Niveau von EON und GEN, das im weiteren Verlauf bis 4 h konstant blieb.
In der Akzeptorlosung waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
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Akzeptorldsung —e—OFT
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Abbildung 20: Konzentration von Ciclosporin in der Akzeptorlosung in ug/ml. OPT = Sandimmun®
Optoral, EON = Cyclosporine Capsules, GEN = Gengraf™ (MW + SEM, n = 5).

Im Gewebe des Ileums verlief der Anstieg der Ciclosporin-Konzentrationen bei allen
Testpraparaten anndhernd linear auf Werte zwischen 190 pg/g bei OPT und 270 ng/g bei GEN
zum Zeitpunkt 4 h. Dabei waren zu den Zeitpunkten 0,5 und 1 h die Werte von EON signifikant
hoher als bei OPT, bei 4 h iiberstieg GEN signifikant OPT und EON (p < 0,05).

lleum —e—OPT
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Abbildung 21: Konzentration von Ciclosporin im Ileum in ug/g. OPT = Sandimmun® Optoral, EON =
Cyclosporine Capsules, GEN = Gengraf™ (MW + SEM, n = 5).

4.2 Adsorption von Ciclosporin aus gelosten Kapseln an Glasoberflichen

Nach Verdiinnen des Inhalts (ohne Kapselmaterial) der Ciclosporin-Kapseln mit 8 ml Wasser
resultierte bei Sandimmun® (SIM) eine milchigtriibe Emulsion, wihrend bei OPT die
Transparenz des urspriinglichen Kapselinhalts erhalten blieb. Bei EON und Cicloral® (CIC)
zeigte sich iibereinstimmend eine leichte Triibung, dariiber hinaus aber auch ein rasch
sedimentierender milchiger Bodensatz.
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Abbildung 22: Inhalt aus CsA-Kapseln mit je 100 mg Wirkstoff direkt nach Verdiinnen mit 8 ml Wasser,
von links: Sandimmun® Optoral, Cyclosporine Capsules (EON), Cicloral®, Sandimmun®.

Wihrend die Wiederfindung von Ciclosporin bei OPT iiber 6 h konstant blieb, zeigte sich bei
CIC nach 6 h ein Abfall auf ca. 70 %, bei SIM und EON auf ca. 40 %. Die Unterschiede zur
Referenz OPT waren bei SIM zu jedem Zeitpunkt, bei EON zu t-4 h und t-6 h und bei CIC zu t-6
h signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 23: Prozentuale Wiederfindung von Ciclosporin aus gelosten Kapseln in der Donorlosung des
Organbads (ohne lleum) als indirektes Map fiir die Adsorption von CsA an Glasoberfldchen.
OPT = Sandimmun® Optoral, EON = Cyclosporine Capsules, CIC = Cicloral®, SIM =
Sandimmun® (MW + SEM, n = 5).

4.3 Adsorption von Ciclosporin aus Ciclosporin-Losungen an Glasoberflichen

Die in Wasser verdiinnten Losungen von OPT und CIC zeigten iibereinstimmend einen, mit
geringen Schwankungen, konstanten Verlauf der Wiederfindung von Ciclosporin in

-57-



Ergebnisse

Trinkgldsern. Nach 2 h lagen die Konzentrationen im Bereich des Ausgangswertes von 1,5
mg/ml.

120 -

2 80 |
2 —e—OPT
5§ 00 —e—cCIC
(]
s 40 |
20 -
0 : : : . Zeit(h)

0 0,5 1 1,5 2

Abbildung 24: Prozentuale Wiederfindung von Ciclosporin aus CsA-Losungen in Trinkgldsern als
indirektes Map fiir die Adsorption von CsA an Glasoberflichen. OPT = Sandimmun® Optoral
Léosung, CIC = Cicloral® Losung (MW = SEM, n = 4).

4.4 Untersuchung zur Bioverfiigharkeit von Ciclosporin aus, in Wasser bzw. Olivenol
gelosten Cyclosporine Capsules (EonLabs) und Sandimmun® Optoral Kapseln
(Novartis) bei Ratten unter steady-state Bedingungen

4.4.1 Bestimmung des Zeitraums bis zum Erreichen von steady-state Bedingungen

Bei einer Dosierung von 10 mg/kg/d wurden bei WKY-Ratten nach einem Tag Ciclosporin-
Talspiegel von ca. 400 ng/ml erreicht, die bis zum Tag 3 auf ca. 750 ng/ml anstiegen. Nach
konstantem Verlauf bis Tag 5 zeigte sich ein nochmaliger Anstieg am Tag 7 auf ca. 900 ng/ml.
Im Nierenkortex erhohten sich die Konzentrationen von ca. 6 pg/g am Tag 1 auf ca. 10 pg/g an
den Tagen 3 und 5. Nach einer Woche lag der Wert bei etwa 9 ng/g.

Vollblut Nierencortex
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Abbildung 25: Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ciclosporin im Vollblut (ng/ml) und Nierencortex (ug/g)
bei WKY-Ratten. Dosis: 10 mg/kg/d Cs4 (MW, n = 3).
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4.4.2 Bioverfiigbharkeit von Ciclosporin

Abbildung 26 zeigt den Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ciclosporin im Vollblut von WKY-
Ratten nach sechsmaliger Applikation von 10 mg/kg/d Ciclosporin per Schlundsonde. Sowohl
bei EON als auch bei OPT lagen die Konzentrationen von Ciclosporin nach Gabe von in Wasser
gelosten Kapseln zu jedem Messzeitpunkt hoher als nach Losen in Olivendl. Bei EON waren die
Unterschiede zwischen in Wasser (EON-w) und in Ol (EON-61) gelésten Kapseln zu den
Zeitpunkten 1, 2 und 4 h signifikant, bei OPT war dies zu allen Messpunkten der Fall.
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Abbildung 26: Mittelwert des Konzentrations-Zeit-Verlaufs von Ciclosporin im Vollblut von WKY-Ratten
nach sechsmaliger Applikation von 10 mg/kg/d CsA. EON = Cyclosporine Capsules, OPT =

Sandimmun® Optoral, w = Kapseln gelost in Wasser, 61 = Kapseln gelést in Olivendl (MW +
SEM, n = 4).

Die mittleren Maximalkonzentrationen (Cp,x) bei EON betrugen ca. 1530 (EON-w) vs. 860
ng/ml (EON-61). Die Fliche unter der Kurve (AUCy.4) ergab im Mittel bei EON-w etwa 5050
gegeniiber 2800 ng/ml*h bei EON-061. Die Zeit bis zum Erreichen von Cpax (tmax) War bei EON-w
mit 1,8 vs. 4,0 h deutlich kiirzer. Die Unterschiede fiir die Parameter AUC und C,,.x waren
signifikant (p < 0,05). Bei OPT waren die mittleren Maximalkonzentrationen (Cp.x) nach
Applikation von in Wasser geldsten Kapseln mit ca. 2350 vs. 870 ng/ml (in Ol geldst) signifikant
hoher. Auch die AUC.4 lag bei OPT-w mit ca. 7000 vs. 2900 ng/ml*h signifikant iiber der von
OPT-6l. Cpax wurde bei OPT-w nach 2,0 h und damit in der Hélfte der Zeit von OPT-061 erreicht.
Beim Vergleich von EON-w mit OPT-w lagen bei letzterem die Ciclosporin-Konzentrationen zu
den Zeitpunkten 0 und 1 h signifikant hoher. Fiir die Parameter Cpax (p = 0,07) und AUCoap (p =
0,06) zeigte sich ein deutlicher Trend zu hoheren Werten bei OPT-w.

Zwischen EON-6l und OPT-61 war nur in den Ciclosporin-Spiegeln zu den Zeitpunkten 0 h und
24 h ein signifikanter Unterschied festzustellen.

Tabelle 11: Pharmakokinetische Parameter von Ciclosporin bei WKY-Ratten nach sechsmaliger
Applikation von 10 mg/kg/d CsA. EON = Cyclosporine Capsules, OPT = Sandimmun®
Optoral, w = Kapseln gelost in Wasser, 61 = Kapseln geldst in Olivenol (MW + SEM, n = 4).

EON w EON &l OPT w OPT 6l
Conax (ng/ml) 1531 + 333 857 + 123 2347 + 694 869 + 203
t e () 1,8 40,5 4,0+0,0 2,0+0,0 4,0+0,0
AUCqg4, (ng/ml*h) | 5050 888 | 2793 +361 | 6955+ 1360 | 2875+ 772
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Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin in Niere, Leber und Ileum

In der Niere und der Leber waren die hochsten Ciclosporin-Spiegel zwei Stunden nach
Applikation von in Wasser geldsten Sandimmun® Optoral-Kapseln (OPT-w) festzustellen, im
Ileum war dies bei EON-w der Fall. Der Vergleich von EON-w mit EON-6l erbrachte
signifikante Unterschiede bei 0 h in der Niere und bei 0 h und 4 h im Ileum. Bei OPT-w waren
die Ciclosporin-Spiegel in Niere und Ileum jeweils bei 0 h signifikant hoher als bei OPT-0l. In
der Leber wie auch beim Vergleich von EON-w mit OPT-w und EON-61 mit OPT-61 waren
keine signifikanten Abweichungen erkennbar.
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16 T lleum 0Oo0h Abbildung 27: Mittlere Konzentrationen von
m4h Ciclosporin zu den Zeitpunkten t-0 h

- und t-4 h in Niere, Leber und Ileum

12 1 von WKY-Ratten nach sechsmaliger
Applikation von 10 mg/kg/d CsA.

EON = Cyclosporine Capsules, OPT =
Sandimmun® Optoral, w = Kapseln
geldst in Wasser, 0l = Kapseln gelost
in Olivendl (MW £ SEM, n = 4).
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4.4.3 Metabolisierung von Ciclosporin

Bei der Metabolisierung von Ciclosporin zu AM1 und AMY9 zeigte sich eine ausgeprigte
interindividuelle Variabilitit und damit verbunden ein sehr uneinheitlicher und zum Teil
ungewoOhnlicher mittlerer Konzentrations-Zeit-Verlauf. Die Spiegel des Metaboliten AM1 im
Vollblut der Ratten unterschieden sich dabei zu keiner Zeit signifikant.
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Abbildung 28: Mittelwert des Konzentrations-Zeit-Verlaufs von AM1 im Vollblut von WKY-Ratten nach
sechsmaliger Applikation von 10 mg/kg/d CsA. EON = Cyclosporine Capsules, OPT =

Sandimmun® Optoral, w = Kapseln gelost in Wasser, 61 = Kapseln gelést in Olivenol (MW +
SEM, n = 4).

Die mittleren Maximalkonzentrationen (Cmax) lagen bei EON-61 hoher als bei EON-w (330 vs.
200 ng/ml), wihrend bei OPT der groBere Wert nach Applikation von in Wasser geldsten
Kapseln resultierte (430 vs. 220 ng/ml). Diese Relation galt auch fiir die AUC.4p, mit 530 vs.
610 ng/ml*h bei EON und 810 vs. 540 ng/ml*h bei OPT. Cpax und AUCy.4y, waren bei OPT-w
signifikant hoher als bei OPT-61 bzw. bei OPT-w hoher als bei EON-w.

Tabelle 12: Pharmakokinetische Parameter von AM1 bei WKY-Ratten nach sechsmaliger Applikation von
10 mg/kg/d CsA. EON = Cyclosporine Capsules, OPT = Sandimmun® Optoral, w = Kapseln
gelést in Wasser, ol = Kapseln gelost in Olivendl (MW = SEM, n = 4).

EON w EON 6l OPT w OPT 6l
Cinax (ng/ml) 200 + 102 333 +£235 428 + 116 216 £ 62
t max (h) 1,5+£0,6 23+£2,1 1,8§£0,5 0,8+1,0
AUC.41, (ng/ml*h) 525+ 140 613 £274 810+ 156 537 + 140

Die Metabolisierung von Ciclosporin zu AM9 war bei OPT-w am ausgepragtesten, wahrend sich
die drei anderen Testschemen im Konzentrations-Zeit-Verlauf dhnelten. Im Gegensatz zu AM1
waren die AM9-Spiegel zum Zeitpunkt 2 h jeweils bei EON-w vs. EON-61, OPT-w vs. OPT-6l
und OPT-w vs. EON-w signifikant erhoht.
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Abbildung 29: Mittelwert des Konzentrations-Zeit-Verlaufs von AM9Y im Vollblut von WKY-Ratten nach
sechsmaliger Applikation von 10 mg/kg/d CsA. EON = Cyclosporine Capsules, OPT =

Sandimmun® Optoral, w = Kapseln gelést in Wasser, 61 = Kapseln gelost in Olivendl (MW +
SEM, n = 4).

Wie in Tabelle 13 dargestellt, waren fiir C,.x und AUC.4, bei beiden Préparaten die hoheren
Werte nach Gabe von in Wasser gelosten Kapseln festzustellen. Die Maximalkonzentration
wurde bei OPT mit ca. 2 h friiher als bei EON (ca. 3 h) erreicht.

Signifikante Unterschiede in den Parametern Cpox und AUCy4n, waren bei OPT-w vs. OPT-06l
und OPT-w vs. EON-w zu verzeichnen, fiir AUC_4, zusétzlich noch bei EON-w vs. EON-6I.

Tabelle 13: Pharmakokinetische Parameter von AMY9 bei WKY-Ratten nach sechsmaliger Applikation von
10 mg/kg/d CsA. EON = Cyclosporine Capsules, OPT = Sandimmun® Optoral, w = Kapseln
gelost in Wasser, ol = Kapseln gelost in Olivenél (MW = SEM, n = 4).

EON w EON ol OPT w OPT 6l

Conax (ng/ml) 262 + 24 206 + 62 372£83 183 + 55
t (D) 3,0£1.2 33£1,5 1,8+0,5 23+13
AUCy4y (ng/ml*h) | 766+ 134 535+ 117 978 + 101 551 + 101

4.5 Untersuchung zur Bioverfiigharkeit von Ciclosporin aus Cicloral® bei gesunden
Probanden — Einnahme nach fettreichem Friihstiick vs. Niichternapplikation

Studiencode: CIC-BV-1

4.5.1 Probandenpopulation

An der Studie nahmen zwolf méinnliche Probanden im Alter von 23 — 28 Jahren (Median 26
Jahre), einem Korpergewicht von 67 — 82 kg (Median 73 kg) und einer Korpergrofle von 175 —
188 cm (Median 180 cm) teil. Der Broca-Index lag bei 0,79 — 1,05 (Median 0,90). Der Broca-
Index eines Probanden (Nr. 3) lag mit 0,79 geringfiigig unterhalb der im Protokoll vorgesehenen
Grenze von 0,80. Dies wurde aber vom Priifarzt als nicht klinisch relevant eingeschitzt. Fiinf
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Probanden waren Raucher (bis 20 Zigaretten/Tag), drei davon rauchten aber nur gelegentlich
oder weniger als zehn Zigaretten/Tag. Die Probanden waren Studenten, Diplomanden und
Doktoranden der Universitdt Regensburg, vorwiegend der Ficher Chemie, Pharmazie und
Medizin.

Es wurde kein Proband vorzeitig aus der Studie ausgeschlossen und keiner brach diese ab.

4.5.2 Anamnese

Die Probanden wurden innerhalb von zwei Wochen vor Versuchsbeginn korperlich untersucht.
Hierbei ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir klinisch relevante Abweichungen von der Norm.
Bei der Anamneseerhebung wurden keine FErkrankungen festgestellt, die auf das
Versuchsergebnis hétten Einfluss nehmen koénnen.

4.5.3 Laborbefund

Die im Priifplan festgelegten Serum- und Urinparameter wurden vor Beginn und nach Ende der
Studie untersucht. Die laborchemischen Untersuchungen wurden durch das Institut fiir Klinische
Chemie der Universitidt Regensburg durchgefiihrt, die Untersuchung des Urins am Lehrstuhl fiir
Pharmakologie der Universitdt Regensburg. Es wurden nur Teilnehmer mit Laborparametern im
Normalbereich oder nach Urteil des Priifarztes klinisch nicht relevanten Abweichungen
eingeschlossen.

4.5.4 Vormedikation
Eine regelmiBige Medikamenteneinnahme lag bei keinem Probanden vor.

4.5.5 Protokolleinhaltung

Zeitliche Durchfiihrung

Der Abstand zwischen den beiden Kinetiktagen betrug bei elf von zwolf Probanden sieben Tage,
ein Proband (Nr. 9) absolvierte die Periode 2 wegen einer interkurrenten Erkrankung erst nach
27 Tagen. Alle Probanden beendeten die Studie ordnungsgemal.

4.5.6 Randomisierung und Behandlung

Das Behandlungsschema wurde nach einem Randomplan verteilt. Die Probanden erhielten bei
der Voruntersuchung eine Screening-Nummer, die Random-Nummer wurde anschlieSend
zugelost. Die Probanden wurden im folgenden unter dieser Nummer gefiihrt.

Ersatzprobanden erhielten die Nummer des Probanden, den sie ersetzten.

Abweichungen vom Blutabnahmezeitplan

Die Blut- bzw. Plasmakonzentrationen von Ciclosporin, dessen Metaboliten, Cortisol und
Cortison wurden iiber 48 Stunden analysiert. Um die Blutentnahmen nicht minutids eintragen zu
miissen, wurde eine Toleranz zwischen Soll- und Ist-Zeit eingefiihrt, die sich am Abstand zur
Medikationseinnahme, dem Abstand zwischen benachbarten Messzeiten und der geschitzten
Steigung der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve orientierte. Lag der Blutabnahmezeitpunkt (Ist-
Zeit) innerhalb der Toleranz, so wurde die Abnahme lediglich durch Abhaken im CRF
dokumentiert. Lag er auBerhalb, so wurde die Abweichung von der Soll-Zeit in Minuten
eingetragen. Die Toleranzgrenzen waren so eng bemessen, dass Verstole gegeniiber der Soll-
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Zeit innerhalb der Toleranz auf keinen Fall messbare Auswirkungen auf die
pharmakokinetischen Parameter (AUC, Ciax, tmax) haben konnten.

In zehn Féllen lag der Entnahmezeitpunkt aufBerhalb des tolerierten Zeitfensters. Die
Abweichungen waren in acht Fillen geringfiigig und nahmen keinen spiirbaren Einfluss auf die
pharmakokinetischen ZielgroBen. Diese wurden folglich mit dem theoretischen Zeitplan
berechnet. Bei einem Probanden (Nr. 12) wurden augrund von Undurchgingigkeit der
Verweilkaniile in Periode 2 die Entnahmezeitpunkte 0,5 h um 17 min und 2,5 h um 16 min
iiberschritten. In diesen beiden Féllen wurde nicht mit dem Sollzeitplan, sondern mit den
tatsdchlichen Entnahmezeitpunkten gerechnet.

Probandengruppen der Analyse
Es wurden die pharmakokinetischen und —dynamischen Daten aller zwolf Probanden
ausgewertet.

4.5.7 Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus Cicloral® Kapseln

Abbildung 30 =zeigt den Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ciclosporin im Vollblut nach
Applikation von zwei Kapseln Cicloral® mit je 100 mg Wirkstoff nach fettreichem Friihstiick
und nach Niichterneinnahme. Die Blutkonzentrations-Zeit-Kurven sind nur bis 24 Stunden nach
Applikation dargestellt, da die Ciclosporin-Konzentrationen zu den spéteren Messzeitpunkten
mehrheitlich unter der Bestimmungsgrenze von 15 ng/ml lagen.

1400 1 —e— Test
1200 : —e— Referenz
1000 -
c L
2 800
EE
C =
g2
N £ 600 -
S L
4
400 -
200 -
0 }\\\}\‘_',‘ Zelt(h)
20 24

Abbildung 30: Mittelwert des Konzentrations-Zeit-Verlaufs von Ciclosporin im Vollblut von zwélf
Probanden nach oraler Applikation von zwei Kapseln Cicloral® mit je 100 mg Wirkstoff nach
fettreichem Friihstiick (Test) vs. Niichterneinnahme (Referenz)

Bei Einnahme nach fettreichem Friihstiick (Test) lagen die mittleren Konzentrationen von
Ciclosporin zu jedem Messzeitpunkt hoher als bei Niichterneinnahme (Referenz). Die
Unterschiede waren bis auf die Zeitpunkte 0,5 h, 1,5 h und 12 h signifikant (p < 0,05).

Pharmakokinetische Parameter
Die pharmakokinetischen Parameter von Ciclosporin sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Tabelle 14: Pharmakokinetische Parameter von Ciclosporin nach oraler Applikation von zwei Kapseln
Cicloral® mit je 100 mg Wirkstoff nach einem fettreichen Friihstiick (Test) bzw. nach
Niichterneinnahme (Referenz)

Nach dem Friihstiick (Test) Niichtern (Referenz)

MW =+ SD Min Max MW =+ SD Min Max
Cinax (ng/ml) 1366 + 380 681 2174 1031+ 126 905 1340
t max () 1,25+£0,45 1,0 2,5 1,38+0,23 1,0 1,5
t 1 (h) 7,1+1,5 3,5 9,4 69+1,2 3,7 8,1
AUC a5 (ng/ml*h) 4756 + 979 3258 6949 3921 £ 620 3083 5268
AUC . (ng/ml*h) 5026 + 1008 3391 7183 4137 £ 633 3314 5474
AUC a5t (% AUC,,) 54+1,1 3,3 7,2 53+1,1 3,8 7,0

Im Testschema war die Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin hoher als im Referenzschema. Die
mittleren Maximalkonzentrationen (Cp,x) betrugen ca. 1370 (Test) vs. 1030 ng/ml (Referenz).
Entgegen diesem allgemeinen Trend war bei zwei Probanden die Maximalkonzentration bei
Niichterneinnahme erhoht. Dies waren Proband 1 (681 vs. 1070 ng/ml) und Proband 11 (1011 vs.
1031 ng/ml)(siche Abbildung 31).

Die Flache unter der Kurve (AUCy..) ergab im Test etwa 5000 gegeniiber 4100 ng/ml*h in der
Referenz. Hier war eine Erhohung von Referenz gegeniiber Test nur bei Proband 1 (3391 vs.
4406 ng/ml*h) zu verzeichnen. Bei zwei Probanden (Nr. 6 und Nr. 12) blieb die AUC mit einem
Anstieg von weniger als 3 % im Testschema relativ konstant (sieche Abbildung 31). Die
Restfliche vom letzten Messzeitpunkt nach Unendlich (AUC,s.) lag mit weniger als 6 %
deutlich unter der geforderten Grenze von 20 % (Blume und Mutschler 1989). Somit war das
Messintervall fiir die Blutentnahmen ausreichend lange gewéhlt.

Die Zeit bis zum Erreichen von Cpax (tmax) war mit 1,25 h vs. 1,38 h tendenziell kiirzer. Die
Halbwertszeit t;» gab bei beiden Applikationsarten mit 7,1 h vs. 6,9 h ein einheitliches Bild ab.
Die Unterschiede zwischen Test und Referenz waren fir die Parameter AUC und Cpax
signifikant (p < 0,05).
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2500 - 7500 -
7000 -
2000 - 6500 -
6000 -
1500 - 5500 |
5000 -
1000 - ~_

4500 -

NN

500 - 4000 - Y:
3500 -

0 ‘ ) 3000 .
Test Referenz Test Referenz

Abbildung 31: Verdnderung der pharmakokinetischen Parameter C,, und AUC,.,, nach Einnahme von
zwei Kapseln Cicloral® mit je 100 mg Wirkstoff nach fettreichem Friihstiick (Test) bzw.
niichtern (Referenz). Proband I ist mit ® markiert, Proband 11 mit m (nur linkes Bild).
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Korrelation zwischen einzelnen Ciclosporin-Spiegeln und der AUCy.4p

Die Korrelation zwischen Ciclosporin-Konzentrationen zu bestimmten Zeitpunkten und der
AUC.4p 1st in Abbildung 32 dargestellt. Die beste Korrelation bei Niichterneinnahme von
Ciclosporin zeigte sich bei C-1h (r = 0,81), gefolgt von C-4h (r = 0,71), C-2h (r = 0,69) und C-
12h (r = 0,49). Bei Applikation von Cicloral® nach fettreichem Friihstiick ergaben sich folgende
Korrelationen: C-2h (r = 0,85), C-1h (r = 0,80), C-12h (r = 0,54) und C-4h (r = 0,50).

Der C-12h Wert entspriache dem Talspiegel (C-0h) des typischen Dosierungsintervalls von 12 h
in der Dauertherapie.
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Abbildung 32: Korrelationen zwischen CsA-Spiegeln (ng/ml) und der AUC.y), (ng/ml*h) nach Einnahme
von zwei Kapseln Cicloral®, entsprechend 200 mg CsA bei zwélf Probanden.
Test: Einnahme nach fettreichem Friihstiick, Referenz: Einnahme niichtern.

Vergleich der Bioverfiigbarkeit

Bei Einnahme von Cicloral® nach einem fettreichen Friihstick waren die mittleren
Maximalkonzentrationen von Ciclosporin etwa 30 % und die mittlere Bioverfiigbarkeit,
gemessen an der AUC, um ca. 20 % hoher als bei Niichterneinnahme. Zwischen beiden
Applikationsarten konnte Biodquivalenz nicht nachgewiesen werden. Die Werte fiir tp,x waren
nicht signifikant verschieden. Das 90%-Konfidenzintervall beinhaltete in beiden Fillen den Wert
‘Null’.

Tabelle 15: Biodquivalenzdaten von Cicloral® bei zwélf Probanden nach Einnahme von zwei Kapseln mit
je 100 mg Wirkstoff nach fettreichem Friihstiick vs. Niichterneinnahme.

Test Punktschitzer | 90%-Konfidenzintervall |Biodquivalenzbereich
Cinax (ng/ml) t-Test 1,28 1,15-1,43 0,80 - 1,25
Wilcoxon-Test 1,32 1,20 - 1,46
tmax (h) Wilcoxon-Test -0,25 -0,25-0,00
AUC., t-Test 1,21 1,12-1,30 0,80 - 1,25
(ng/ml*h) Wilcoxon-Test 1,22 1,12 -1,31

4.5.8 Metabolisierung von Ciclosporin

4.5.8.1 Konzentrations-Zeitverlauf der Metaboliten AM1 und AM9 im Vollblut

Abbildung 33 zeigt den Konzentrations-Zeitverlauf von AM1 und AM9 im Vollblut nach Gabe
von zwei Kapseln Cicloral® nach einem fettreichen Frithstick (Test) und nach
Niichterneinnahme (Referenz). Bei AM9 sind die Kurven nur bis 24 Stunden dargestellt, da die
gemessenen Konzentrationen zu den spéteren Zeitpunkten iiberwiegend unterhalb der
Nachweisgrenze von 10 ng/ml lagen.
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Beim Metaboliten AMI1 waren nach Niichterneinnahme gegeniiber der Einnahme nach
fettreichem Friihstiick die mittleren Konzentrationen bis 2,5 Stunden hoher, im weiteren Verlauf
durchweg niedriger. Die Unterschiede zeigten zu keinem Zeitpunkt Signifikanz.

Bei AM9 ergibt sich ein dhnliches Bild, v.a. im Bereich von ty. (2 —2,5 h) lagen die mittleren
Konzentrationen im Referenzschema hoher, wéahrend sie anschlieend wiederum niedriger als im

Testschema waren. Zu den Zeitpunkten 8, 10 und 12 h waren die Unterschiede signifikant (p <
0,05).
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Abbildung 33: Mittelwert des Konzentrations-Zeit-Verlaufs der Metaboliten AM1 und AMY im Vollblut
von zwélf Probanden nach oraler Applikation von zwei Kapseln Cicloral® mit je 100 mg
Wirkstoff nach fettreichem Friihstiick (Test) vs. Niichterneinnahme (Referenz).

Pharmakokinetische Parameter

Die mittleren Maximalkonzentrationen (Cp,x) betrugen sowohl fiir AM1 als auch fir AM9 ca.
317 (Test) vs. 333 ng/ml (Referenz).

Die Fliche unter der Kurve (AUCj..) ergab bei AM1 im Test etwa 5400 gegeniiber 4950
ng/ml*h in der Referenz, bei AM9 ca. 1650 vs. 1600 ng/ml*h. Die Restfliche vom letzten
Messzeitpunkt nach Unendlich (AUC,s.) lag mit weniger als 13 % unter der geforderten
Grenze von 20 % (Blume und Mutschler 1989). Die Zeit bis zum Erreichen von Cpax (tmax) War
bei AMI1 mit 2,38 h im Test vs. 2,21 h tendenziell kiirzer. Bei AM9 lag t;.x konstant bei 2,25 h.
Die Halbwertszeit t;» von AM1 ist mit ca. 15 h deutlich groBer als die von AM9 (ca. 4 h).

Tabelle 16: Pharmakokinetische Parameter von AM1 und AM9 bei zwolf Probanden nach Einnahme von
zwei Kapseln Cicloral®, entsprechend 200 mg CsA. Test: Einnahme nach fettreichem
Friihstiick; Referenz: Einnahme niichtern (MW £ SD).

AM1 AM9

Test Referenz Test Referenz
Comax (ng/ml) 321 +74 334 + 60 314 £ 55 332 +£48
t max () 2,38+ 0,53 2,21+0,40 2,25+0,72 2,25+0,34
t 12 (h) 149+13 14,6 £ 1,6 4,0+0,9 3,8+0,7
AUC 15t (ng/m1*¥h) 4829 +£ 1149 4458 + 853 1454 £ 179 1423 + 183
AUC). (ng/ml*h) 5381 + 1265 4948 £ 912 1664 +252 1604 £ 251
AUC 510 (Y0 AUC,,) 10,3+1,8 10,0+2.4 12,2+4,1 10,9+ 3.4
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In Abbildung 34 ist die Metabolisierungsrate als Verhéltnis der Vollblut-Maximalkonzentration
des Metaboliten zur AUC von Ciclosporin dargestellt. Die Metabolisierungsrate von AM1 und
AM9 war im Referenzschema signifikant hoher als bei Einnahme von CIC nach fettreichem
Friihstiick.
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Abbildung 34: Metabolisierungsrate von AMI und AM9 nach Einnahme von zwei Kapseln Cicloral®,
entsprechend 200 mg CsA, bei zwolf Probanden, dargestellt als C,,.(AM) / AUC(CsA). Test:
Einnahme nach fettreichem Friihstiick,; Referenz: Einnahme niichtern.

Die Unterschiede zwischen Test und Referenz waren bei AMI1 und AMY9 fiir keinen der
pharmakokinetischen Parameter signifikant. Die 90%-Konfidenzintervalle lagen sowohl fiir
AUC als auch Cp,x innerhalb der Biodquivalenzgrenzen von 0,80 — 1,25.

Der Metabolit AM1c war im Vollblut nur sehr sporadisch nachzuweisen. Die Quantifizierung
des Metaboliten AM4N gelang aufgrund interferierender Substanzen in den Vollblutproben
nicht.

Test Punktschétzer 90%-Konfidenzintervall Bioaquivalenz-
Bereich
AM1 AM9 AMI1 AM9 AMI1 AM9
Crnax t-Test 0,95 0,94 0,88—1,03 0,87-1,01 0,80 —1,25
(ng/ml) Wilcoxon 0,95 0,94 0,89-1,03 0,89-0,98
tmax (h) Wilcoxon 0,25 -0,25 0,00-0,50 -0,25-0,00
AUC. t-Test 1,08 1,04 0,96-1,20 0,99-1,09 0,80 — 1,25
(ng/ml*h) | Wilcoxon 1,09 1,02 095-1,22 0,99-1,10

Abbildung 35: Biodquivalenzdaten von AM1 und AM9 bei zwdolf Probanden nach Einnahme von zwei
Kapseln Cicloral® mit je 100 mg Wirkstoff nach fettreichem Friihstiick bzw. niichtern.
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4.5.8.2 Konzentrations-Zeitverlauf von Ciclosporin, AM1, AM9 und AMI1c im Urin

In Abbildung 36 sind die mittleren kumulativen Wiederfindungen von CsA, AM1, AM9 und
AMI1c im Urin dargestellt. Entsprechend der hoheren Bioverfiigbarkeit von CsA im Vollblut bei
Einnahme nach fettreichem Friihstiick tiberwog im Urin die Wiederfindung der Muttersubstanz
ebenfalls zu allen Zeitpunkten gegeniiber der Niichterneinnahme. Auch bei den Metaboliten
AM1, AM9 und AMIc lag die Wiederfindung im Test permanent iiber der im Referenzschema.
Der Metabolit AM1c, welcher im Vollblut nicht nachzuweisen war, hatte hierbei eine um ca. 50
% hohere Wiederfindung als AM9.

CsA im Urin [%] AM1 im Urin [%]
0,7 + 25 -
0,6 ’j 2’0 €
0,5 + t
04 + 1.5+
0,3 1 1,0 +
0’2 f —o— Test 05 ; —o— Test
01 4+ —e— Referenz ’
AT L —e— Referenz
0,0 : o — — 0,0 ; : ‘ |
0 12 24 36 Zeit[h] 48 0 12 24 36 48
AM9 im Urin [%] AM1C im Urin [%]
0,7 + 0,7 +
0,6 + 0,6 +
0,5 + 0,5 +
04 & 04 |
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0,2 + —o—Test 0,2 + —o—Test
0,1 1l —e— Referenz 0,1 —e— Referenz
0,07 — ey 00 ¢ \ — L —
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Abbildung 36: Mittlere kumulative Wiederfindung in % der CsA-Dosis von CsA, AM1, AM9 und AMIc im
Urin von zwélf Probanden nach Einnahme von zwei Kapseln Cicloral®. Test: Einnahme nach
fettreichem Friihstiick; Referenz: Einnahme niichtern.

Die Ausscheidung der Muttersubstanz im Urin war nach ca. 28 h abgeschlossen. In der Fraktion
28-32 h war bereits kein Ciclosporin mehr nachweisbar. Die Wiederfindung lag bei ungeféhr 0,4
% (Test) vs. 0,3 % (Referenz) der Ausgangsdosis. Die Unterschiede waren in jeder Fraktion
signifikant (p < 0,05).

Beim Metaboliten AM1 lag die maximale Konzentration im Test nicht signifikant um etwa 25 %
iber jener der Referenz, jedoch war die Elimination auch nach 48 h noch nicht zu Ende.

Ein deutlicher Trend zu hoheren Maximalkonzentrationen im Test (0,42 vs. 0,32 %) zeigt sich
auch bei AM9, mit Signifikanz in der ersten Fraktion 0-4 h. Ab der Fraktion 24-28 h war kein
AM9 im Urin zu finden. Bei AMIc¢ waren mit ca. 0,6 vs. 0,5 % nur geringfiigige Abweichungen
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festzustellen. Die Ausscheidung erstreckte sich im Test {iber 28 h, wéihrend sie im
Referenzschema bereits nach 24 h abgeschlossen war.
Der Metabolit AM4N war im Urin nicht nachweisbar.

Tabelle 17: Maximale kumulative Wiederfindung im Urin (C,,. kumul.) in % der CsA-Dosis (200 mg) und
Zeit bis zur vollstindigen Elimination (tg;,) von CsA, AMI1, AM9 und AMIc bei zwélf
Probanden. Test: Einnahme nach fettreichem Friihstiick, Ref. = Referenz: Einnahme niichtern.

CsA AM1 AMO9 AMlc
Test Ref. Test Ref. Test Ref. Test Ref.
Cinax kumul. (%) 0,41 0,30 > 1,98 > 1,55 0,42 0,32 0,60 0,52
tEtim () 28 24 > 48 > 48 24 24 28 24

4.5.9 Plasmaspiegel von Cortisol und Cortison

Der Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Cortisol (CSL) zeigte bei Test und Referenz einen
relativ einheitlichen Verlauf. Die absoluten Maxima lagen morgens um ca. 8:00 Uhr (t-Oh bzw. —
24h), die absoluten Minima gegen 18:00 Uhr (t-10h) vor. Im Testschema waren zwischen 16:00
und 20:00 Uhr die Cortisolspiegel fast konstant, mit einem Minimum bei t-12h.

Die Cortisolspiegel fielen ausgehend von t-Oh zunéchst stetig ab, im Test bis t-3h. Im
Referenzschema ergab sich ein Anstieg bereits ab t-2h, mit Wiederabsinken auf das Testniveau
erst bei t-5h. Ab diesem Zeitpunkt war in beiden Schemata ein kurzer, deutlicher Anstieg der
Konzentrationen zu verzeichnen. Ab t-6h zeigte sich eine kontinuierliche Spiegelreduktion bis in
die Abendstunden.

Die Werte zu den Zeitpunkten 2,5, 3 und 4 h waren im Referenzschema signifikant h6her als im
Test.

200 Cortisol —o— Test

—e— Referenz
160 —a— Kontrolle

Konzentration

! ‘ ‘ Zeit (h)
0 4 8 12

Abbildung 37: Plasmaspiegel von Cortisol nach Einnahme von zwei Kapseln Cicloral®, entsprechend 200
mg CsA, bei zwélf Probanden. Test: Einnahme nach fettreichem Friihstiick; Referenz:
Einnahme niichtern,; Kontrolle: Werte von 2 Probanden aus der Pilotstudie EON-CIC-BV-1.

Der Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf des Cortisons verlief fast parallel zu dem des Cortisols,
allerdings mit schwécher ausgeprigten Schwankungen. Das Maximum wurde ebenfalls am
Morgen gegen 8:00 Uhr, das Minimum im Test um 20:00 Uhr, in der Referenz bereits um 18:00
Uhr erreicht. Bis zwei Stunden nach Einnahme der Medikation zeigten die Cortisonspiegel im

-71 -



Ergebnisse

Referenzschema einen konstanten und im Vergleich zum Test erhdhten Verlauf. Die
Unterschiede zu den Zeitpunkten 0,5 h und 1,5 h waren dabei signifikant.

30 T Cortison —o— Test
25 ¢ —e— Referenz

—a— Kontrolle

20

15 -

Konzentration
(ng/ml)

10 ©

o Zeit(h)
0 4 8 12

Abbildung 38: Plasmaspiegel von Cortison nach Einnahme von zwei Kapseln Cicloral®, entsprechend
200 mg CsA, bei zwélf Probanden. Test: Einnahme nach fettreichem Friihstiick; Referenz:
Einnahme niichtern,; Kontrolle: Werte von 2 Probanden aus der Pilotstudie EON-CIC-BV-1.

4.5.10 Urinkonzentrationen der Prostanoide Thromboxan-B, (TxB>) und 6-keto PGF,

Die mittleren Konzentrationen von TxB, lagen wéhrend des Vormittags am hdchsten und
erreichten bei Referenz und Kontrolle in der Fraktion 0-4 h, im Test in der Fraktion 4-8 h ihr
Maximum. Die niedrigsten Werte resultierten wihrend der Nacht, in der Fraktion 12-24 h. Nach
24 h erschienen die Werte in der Fraktion 24-28 h gegeniiber der Fraktion 0-4 h tendenziell
erniedrigt. In der Fraktion 4-8 h lag im Test eine signifikant hohere Konzentration als in der
Referenz vor.

Die Werte nach Applikation von 200 mg Ciclosporin zeigten zu keinem Zeitpunkt signifikante
Abweichungen von den Kontrollen.

120 - -
Urin: TxB, (ng/h) O Test
100 - E Referenz
H Kontrolle
80 -
60 -
40 -
20 -
0 i
24-0h  0-4h 4-8h 8-12h 12-24h 24-28h 28-32h 32-48h

Abbildung 39: Urinkonzentrationen von TxB; nach Applikation von zwei Kapseln Cicloral®, entsprechend
200 mg CsA, bei zwolf Probanden. Test: Einnahme nach fettreichem Friihstiick; Referenz:
Einnahme niichtern (MW + SEM).

-72 -



Ergebnisse

Die Urinkonzentrationen von 6-keto PGF;, wiesen im Referenzschema und in der Kontrolle das
Maximum in der Fraktion 0-4 h auf. Bei Einnahme von Ciclosporin nach fettreichem Friihstiick
(Test) wurde dieses erst in der Fraktion 4-8 h erreicht. Die Spiegel nach Ciclosporin-Applikation
erschienen gegeniiber der Kontrolle tendenziell niedriger. Der Vergleich von Test und Referenz
wie auch von Tag 1 und 2 zeigte keine signifikanten Unterschiede.

300 + Urin: 6-keto PGF,, (ng/h)

250 | OTest
H Referenz
200 - H Kontrollen

150

100

50 -

24-0h 0-4h 4-8h 8-12h 12-24h 24-28h 28-32h 32-48h

Abbildung 40: Urinkonzentrationen von 6-keto PGF,, nach Applikation von zwei Kapseln Cicloral®,
entsprechend 200 mg CsA, bei zwolf Probanden. Test: Einnahme nach fettreichem Friihstiick;
Referenz: Einnahme niichtern (MW + SEM).

4.5.11 Urinkonzentrationen von Nitrit (NO; ) und Nitrat (NOj3)

Die totale Nitrit/Nitrat-Konzentration erschien gegeniiber der Kontrolle von 0 — 12 h leicht
erniedrigt. Die Unterschiede waren dabei weder zu den Kontrollen noch zwischen den beiden
Behandlungsschemen signifikant.

70 OTest Urin: NO; + NOj™ (ng/h)
E Referenz
60 -

H Kontrollen

50 -
40 |
30 1
20 1

10 +

24-0h  0-4h  4-8h 8-12h 12-24h 24-28h 28-32h 32-48h

Abbildung 41: Totale Urinkonzentrationen von Nitrit und Nitrat nach Applikation von zwei Kapseln
Cicloral®, entsprechend 200 mg CsA, bei zwolf Probanden. Test: Einnahme nach fettreichem
Friihstiick; Referenz: Einnahme niichtern (MW = SEM).
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4.5.12 Kreatininkonzentrationen in Plasma und Urin

Bei den Plasmaspiegeln von Kreatinin konnte nach Einnahme von 200 mg Ciclosporin
gegeniiber der Voruntersuchung ein Trend zu hoheren Werten festgestellt werden. Die
Urinkonzentrationen wie auch die Kreatinin-Clearance waren im Vergleich zur Voruntersuchung
geringer. Die Clearance im Test- und Referenzschema war jeweils am Tag 2 signifikant
niedriger als zur Voruntersuchung. Im Vergleich von Test vs. Referenz wie auch Tag 1 vs. Tag 2
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Kreatininkonzentrationen im Plasma lagen bei zwei Probanden (Nr. 1: 1,33 mg/dl und Nr. 6:
1,36 mg/dl) minimal iiber der Norm. Im Urin wurden bei der Voruntersuchung bei zwei
Probanden (Nr. 2: 2688 mg/24h und Nr. 5: 2543 mg/24h) leicht erhohte Werte, bei Proband 10
am Tag 2 des Testschemas (978 mg/24h) ein zu niedriger Wert festgestellt. Bei diesen
Probanden zeigten sich zu den jeweiligen Zeitpunkten auch Normabweichungen in der
Clearance: Nr. 2: 210, Nr. 5: 196 und Nr. 10: 64 ml/min.

Tabelle 18: Kreatinin-Clearance und Kreatininkonzentrationen in Plasma und Urin von zwélf Probanden
nach Applikation von zwei Kapseln Cicloral®, entsprechend 200 mg CsA. Test: Einnahme
nach fettreichem Friihstiick; Referenz: Einnahme niichtern (x + SEM).

Plasma-Krea. Urin-Krea. Clearance

(mg/dl) (mg/24h) (ml/min)
Voruntersuchung 0,98 £0,04 2026 £ 97 146 £9
Test Tag 1 1,04 £0,03 1959 + 41 131+4
Tag 2 -- 1859+ 69 124 +5
Referenz Tag 1 1,06 + 0,02 1961 + 58 129+ 4
Tag 2 -- 1736 £ 99 114+ 6

Nachuntersuchung 0,93 + 0,03 -- --

4.5.13 Vertriiglichkeit

Unerwiinschte Ereignisse

Von neun der zwolf Probanden wurden insgesamt 14 unerwiinschte Ereignisse registriert, die
gleichmiBig auf die beiden Behandlungsperioden wie auch auf beide Behandlungsschemen
(Einnahme nach fettreichem Friihstiick und Niichternapplikation) verteilt waren. Mehr als die
Hélfte (neun Nennungen) der beobachteten unerwiinschten Ereignisse lassen sich als
zentralnervose Ereignisse zusammenfassen. Ein moglicher Zusammenhang mit der
Studienmedikation wurde als ,wahrscheinlich’ angegeben. Miidigkeit und Kopfschmerzen
wurden vom Priifarzt als ,nicht verdiachtig’ beurteilt. Der Schweregrad der unerwiinschten
Ereignisse wurde mit leicht bis mifig bewertet.

Tabelle 19: Art und Anzahl der unerwiinschten Ereignisse

Test Referenz Periode 1 Periode 2
Hyperthermie 4 3 4 3
Parésthesie (Finger) 1 1 2 0
Magendruck 1 1 2 0
Ubelkeit 0 1 0 1
Miidigkeit 1 0 0 1
Kopfschmerzen 1 0 0 1
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4.5.14 Begleitmedikation

An den Kinetiktagen nahm kein Proband zusétzliche Medikamente ein.

Zwischen den Perioden 1 und 2 nahm ein Proband (Nr. 6) einmalig Grippostad® wegen eines
grippalen Infekts, ein anderer (Nr. 9) fiir eine Woche Staphylex® aufgrund eines Karbunkels an
der Unterlippe.

4.5.15 Interkurrente Erkrankungen

Ein Proband (Nr. 9) litt nach Periode 1 an einem Karbunkel an der Unterlippe. Wegen der
antibiotischen Behandlung (Staphylex™) konnte der Proband die Periode 2 erst mit einem
Abstand von 27, statt wie vorgesehen sieben Tagen, absolvieren. Ein weiterer Proband (Nr. 6)
berichtete von einem Schnupfen, der am Kinetiktag der Periode 2 noch nicht vollstindig
abgeklungen war.

4.5.16 Abschlussuntersuchung

Nach Abschluss der Periode 2 wurden die Probanden nochmals klinisch-chemisch untersucht.
Wie bei der Voruntersuchung ergaben sich vereinzelt Werte auflerhalb des Referenzbereichs, die
nach Einschétzung des Priifarztes jedoch nicht von klinischer Bedeutung waren.

4.6 Pilotstudie: Untersuchung zur Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus Cyclosporine
Capsules (EonLabs) vs. Cicloral® (Hexal) an gesunden Probanden

Studiencode: EON-CIC-BV-1

4.6.1 Probandenpopulation

An der Studie nahmen zwei ménnliche Probanden teil.

Proband 1: 27 Jahre, 68 kg Korpergewicht, 175 cm Korpergrofle

Proband 2: 54 Jahre, 70 kg Korpergewicht, 174 cm Korpergrof3e

Beide Probanden waren Nichtraucher und Mitarbeiter des Lehrstuhls fiir Pharmakologie der
Universitit Regensburg.

4.6.2 Vormedikation und Begleitmedikation

Proband 2 gab als Dauermedikation Candesartan 4 mg/d an. An den Kinetiktagen wurde diese
Medikation ausgesetzt. An den Kinetiktagen nahm kein Proband zusitzliche Medikamente ein.
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4.6.3 Randomisierung und Behandlung

Das Behandlungsschema wurde nach einem Randomplan verteilt. Beide Probanden erhielten am
ersten Kinetiktag Cicloral® und am zweiten Cyclosporine Capsules. Der dritte Teil (ohne
Ciclosporin-Medikation) war nicht randomisiert und wurde nach Abschluss der ersten beiden
Studienabschnitte durchgefiihrt. Der zeitliche Abstand zwischen den ersten beiden Kinetiktagen
betrug fiinf Tage.

Die Handhabung des Blutabnahmezeitplans erfolgte entsprechend der Studie CIC-BV-1 (siehe
Punkt 4.5.6). In keinem Fall lag der Entnahmezeitpunkt auf8erhalb des tolerierten Zeitfensters.

4.6.4 Bioverfiigharkeit von Ciclosporin aus Cyclosporine Capsules (EON) und Cicloral®
Kapseln (CIC)

Die mittleren Konzentrationen von Ciclosporin im Blut waren nach Applikation von zwei
Cyclosporine Capsules (EON) mit je 100 mg Ciclosporin in der Resorptionsphase und im
Bereich der Maximalkonzentration niedriger als nach Einnahme von zwei Kapseln Cicloral®
(CIC) mit gleichem Wirkstoffgehalt. In der Eliminationsphase lagen die Werte bei EON zu
jedem Zeitpunkt hoher als bei CIC.

Die Blutkonzentrations-Zeit-Kurven sind nur bis 24 Stunden nach Applikation dargestellt, da die
Ciclosporin-Konzentrationen zu den spéteren Messzeitpunkten unter der Bestimmungsgrenze
von 15 ng/ml lagen.

1400 1 CsA —e—EON (P 1)

1200 4 ‘ —a—EON (P2)

1000 —e—CIC (P 1)
—A—CIC(P2)

Konzentration

Abbildung 42: Konzentrations-Zeit-Verlauf von Ciclosporin im Vollblut von zwei Probanden (P 1, P 2)

nach oraler Applikation von je zwei Kapseln Cyclosporine Capsules (EON) und Cicloral®
(CIC). Wirkstoffgehalt je Kapsel: 100 mg Ciclosporin

Die Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin war bei EON hoher als bei CIC. Die mittleren
Maximalkonzentrationen (Cp,x) betrugen ca. 1000 (EON) vs. 1200 ng/ml (CIC) und lagen somit
bei EON um ca. 15 % niedriger.

Die Fliache unter der Kurve (AUC(..) ergab bei EON etwa 5040 gegeniiber 4870 ng/ml*h bei
CIC. Die Restfliche vom letzten Messzeitpunkt nach Unendlich (AUC,s.) lag mit weniger als
4 % deutlich unter der geforderten Grenze von 20 % (Blume und Mutschler, 1989). Somit war
das Messintervall fiir die Blutentnahmen ausreichend lange gewéhlt.

Die Zeit bis zum Erreichen von Cpax (tmax) War bei EON mit 1,5 vs. 1,25 h etwas ldnger. Die
Halbwertszeit t;, wurde mit 5,7 h fiir EON und 6,3 h fiir CIC ermittelt.
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Tabelle 20: Pharmakokinetische Parameter von Ciclosporin nach oraler Applikation von je zwei Kapseln
EON und CIC mit je 100 mg Wirkstoff (MW + SD).

EON CIC
Prob. 1 Prob. 2 Prob. 1 Prob. 2
Cinax (ng/ml) 1027 1025 1123 1289
t max (h) 1,5 1,5 1,0 1,5
t 12 (h) 5,7 5,7 5,9 6,7
AUC .25t (ng/m1*h) 4400 5274 3966 5386
AUC., (ng/ml*h) 4589 5482 4091 5656
AUC 5000 (Y0 AUC,,) 3,3 3,8 3,1 4.8

4.6.5 Metabolisierung von Ciclosporin

In Abbildung 43 ist der Konzentrations-Zeitverlauf von AM1 und AM9 im Vollblut dargestellt.
Die Kurven nach Einnahme von EON und CIC verlaufen bei beiden Metaboliten annéhernd
deckungsgleich. Bei AM1 war zwischen den Zeitpunkten 3 h und 4 h die Ausbildung eines
Plateaus festzustellen. In der Eliminationsphase zeigte sich ein sehr flacher Kurvenverlauf.

Die Konzentrations-Zeit-Verldufe sind nur bis 32 Stunden dargestellt, da eine Probennahme nach
48 h im Protokoll nicht vorgesehen war.
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Abbildung 43: Mittelwert des Konzentrations-Zeit-Verlaufs der Metaboliten AM1 und AMY im Vollblut
nach oraler Applikation von je zwei Kapseln EON und CIC mit je 100 mg CsA.

Die Maximalkonzentrationen (Cyax) beider Metaboliten lagen nach Einnahme von zwei Kapseln
CIC knapp 10 % hoher als bei EON. Der Zeitpunkt der Maximalkonzentration ty,,x wurde sowohl
bei AMI (2,75 vs. 3,25 h) als auch bei AM9 (2,25 vs. 2,50 h) nach Applikation von CIC friiher
erreicht. Die Halbwertszeit t;, von AM1 war ungefdhr doppelt so hoch als von AM9. Die AUC
von AM1 war bei EON ca. 5 % grofer als bei CIC, die AUC von AM9 zeigte mit ca. 2450
ng/ml*h nach beiden Medikationen ein einheitliches Bild. Die Restfliche bei AM1 lag bei knapp
unter 50 % und damit deutlich {iber der geforderten Grenze von 20 %.
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Tabelle 21: Pharmakokinetische Parameter von AMI1 und AM9 nach Einnahme von je zwei Kapseln EON

und CIC mit je 100 mg CsA (MW + SD).

AMO9
EON CIC EON CIC
Crnax (ng/ml) 310+ 11 33924 375+130 401 £76
t max () 3,25+ 1,06 2,715+ 1,77 2,50+0,0 2,25+0,35
t 12 (h) 20,8 +£5,9 209+72 10,2+ 0,2 7,8+3,0
AUC a5t (ng/ml*h) 1778 £241 1829 £ 461 2143 £50 2328 £392
AUC,., (ng/ml*h) 3477 £138 3311 £209 2453 +£112 2472 £ 412
AUC a5 (% AUC,,) 48,7+9,0 45,1 £10,5 12,5+6,0 5,8+0,2

4.6.6 Plasmaspiegel von Cortisol und Cortison

Der Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Cortisol (CSL) zeigte bei EON und in der Kontrolle
ein absolutes Maximum um ca. 8:00 Uhr(t-0 h bzw. —24 h). Dieses wurde bei CIC etwa 30 min
spater erreicht und die Spiegel blieben fiir weitere zwei Stunden gegeniiber EON und Kontrolle
erhoht. Die absoluten Minima lagen einheitlich nach 12 h um 20:00 Uhr vor. Ein Maximum im
Tagesverlauf war in allen Behandlungsschemata bei t-5 h zu verzeichnen. Am Nachmittag ab ca.
16:00 Uhr waren die Cortisolspiegel nach Einnahme von CIC erhoht. Nach 24 h wurden die
Ausgangswerte wieder erreicht.

250 - Cortisol EON

—o—CIC
—a— Kontrolle

Konzentration
(ng/ml)

ot

Zeit (h)
0 4 8 12

Abbildung 44: Cortisolspiegel (ng/ml) im Plasma nach Einnahme von je zwei Kapseln EON und CIC mit
je 100 mg CsA.

Die Plasmakonzentrationen des Cortisons waren, entsprechend dem Cortisol, in der Kontrolle am
Vormittag und Nachmittag niedriger als nach Ciclosporin-Medikation. Mittags zeigten sich die
Spiegel einheitlich. Die absoluten Maxima lagen zu folgenden Zeitpunkten vor: EON 0 h, CIC
1,5 h und Kontrolle 1 h. Das absolute Minimum wurde gegen 20:00 Uhr erreicht.
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Abbildung 45: Cortisonspiegel (ng/ml) im Plasma nach Einnahme von je zwei Kapseln EON und CIC mit
je 100 mg CsA

4.6.7

Die Verdanderungen von Blutdruck und Herzfrequenz zu den Zeitpunkten 0, 2, 4 und 8 h nach
Einnahme von 200 mg Ciclosporin bzw. ohne Medikation sind in Abbildung 46 dargestellt. Der
mittlere systolische Druck lag in allen drei Schemata bei ca. 140 mmHg, der diastolische bei 88
mmHg. Die Herzfrequenz betrug einheitlich 59 Schldge/min.

160
140 M

Einfluss von Ciclosporin auf Blutdruck und Herzfrequenz

120 | —o—cic

I ——EON
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40 \ \ \ ‘ Zeit (h)
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Abbildung 46: Blutdruck (mmHg) und Herzfrequenz (Schlige/min) nach Einnahme von je zwei Kapseln
EON und CIC mit je 100 mg CsA bzw. ohne Medikation (Kontrolle). (Blutdruck: —-,
Herzfrequenz: - - -)

4.6.8 Vertriiglichkeit

Am Tag 1 klagten die Probanden direkt im Anschluss an das Legen der Verweilkaniile iiber
Schwindel und Kreislaufschwiche, bei Proband 1 mit Kollapsneigung. Nach Einnahme der
Studienmedikation trat an beiden Kinetiktagen ein leichtes Wéarmegefiihl in den Fiilen auf.
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5. Diskussion

5.1 Invitro Untersuchung zur Resorption von Ciclosporin am isolierten Rattenileum

Die Resorption von Ciclosporin aus dem Gastrointestinaltrakt unterliegt zahlreichen
Einflussfaktoren. Neben der Passagezeit im Darm (La Rosa et al. 1989) und der Sekretion von
Gallensaft (Venkataramanan et al. 1986, Tredger et al. 1988) ist auch die Linge des Diinndarms
(Whitington et al. 1990) von Bedeutung. Allerdings konnte bei Verdoppelung der zur Verfiigung
stehenden Darmlidnge in der Ratte keine signifikante Verbesserung der Resorption erzielt werden
(Tarr und Yalkowski 1989). Die gastrointestinale Aufnahme ist aber auch von der jeweiligen
Formulierung des Arzneimittels abhidngig (Kahan 1999 a).

In diesem in vitro Versuch sollte die Aufnahme von Ciclosporin aus einer Donorlésung durch
isoliertes Ileum in eine Akzeptorldsung untersucht werden. Der Vergleich der generischen
Formulierungen Gengraf™ (GEN) und Cyclosporine Capsules EonLabs (EON) mit dem
Originalprodukt Sandimmun® Optoral (OPT) erfolgte an Darmstiicken mit einer einheitlichen
Lange von 7 cm, um eine Beeinflussung der Resorption durch variierende Absorptionsflachen zu
vermeiden. Zur Lokalisation der Ciclosporin-Absorption innerhalb des Diinndarms gibt es zum
Teil widerspriichliche Aussagen. Ericzon und Kollegen konnten an Hunden zeigen, dass
Ciclosporin wie Fett resorbiert wird (Ericzon et al. 1987). Die Aufnahme von Fett ist im Ileum
hoher als im Jejunum (Kiyozaki et al. 1996), woraus man auf eine bevorzugte Resorption von
Ciclosporin aus dem Ileum schlieen konnte. Bei Einsatz der so genannten Tube-Insertion-
Methode, bei welcher der Wirkstoff direkt in den zu untersuchenden Darmabschnitt injiziert
wird, erfolgte die Resorption von Ciclosporin vorwiegend aus dem proximalen Diinndarm und
weniger aus distalen Abschnitten (Sawchuk und Awni 1986, Cakaloglu et al. 1993). Bei oraler
Gabe von Ciclosporin an Ratten mit teilentferntem oder transplantiertem Diinndarm erwies sich
das Ileum dem Jejunum als iiberlegen (Ogino et al. 1999 a, b). In der vorliegenden Arbeit wurde
das Ileum verwendet.

In der Donorlésung verhielten sich GEN und OPT sehr &hnlich, wéhrend bei EON ein rasch
einsetzender, deutlicher Konzentrationsabfall zu verzeichnen war. Entsprechend lagen die
Konzentrationen von EON im Ileum zu Beginn signifikant hoher als bei OPT, nicht jedoch als
bei GEN. In der Akzeptorlosung waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen, vielmehr
scheint bereits nach einer Stunde eine Sattigung eingetreten zu sein. Dies ist vermutlich auf den
stationdren Charakter des Akzeptors zuriickzufiihren. Als Erkldrung fiir den abweichenden
Konzentrations-Zeit-Verlauf von EON im Donor reicht die hohere Adhédsion an das Ileum allein
nicht aus. EON ist zwar in hoheren Konzentrationen als OPT an das Ileum gebunden aber in
vergleichbaren Mengen mit GEN. Dieses zeigt im Donor aber ein von EON verschiedenes
Verhalten. Eine mdgliche Ursache konnte eine verstirkte Adsorption von EON an die Glaswand
des Organbads sein.

Als Griinde fiir die verstirkte Adhédsion von EON an das Ileum kommen Unterschiede in den
TropfchengroBen und den Ladungsverhiltnissen in Frage. Die Oberflichenladung und die
TeilchengroBe beeinflussen in vitro die Interaktion von Wirkstoffen mit der Mukosa des, analog
diesem Versuch, priparierten Diinndarms (Gershanik et al. 1998). Darmzellen besitzen eine
negative Ladung (Corbo et al. 1990, Rojanasakul et al. 1992) und haben eine groBere
elektrostatische Wechselwirkung mit positiv geladenen Tropfchen. Im Zusammenhang mit
Mucin weisen Mikroemulsionen wie OPT andere Ladungsverhéltnisse auf als feine oder grobe
Emulsionen (Gershanik et al. 1998). Dass es sich bei EON nicht um eine Mikroemulsion handelt,
lieB sich nach Verdiinnen des Kapselinhalts mit Wasser demonstrieren (siche Abbildung 22).
GroBlere Tropfchen haben eine hohere Affinitit zur Schleimhaut des Jejunums und Ileums
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(Gershanik und Benita 2000). Fiir OPT sind Partikelgrof3en der Mikroemulsion in Magensaft von
unter 150 nm (Ritschel 1996) bzw. 100 nm (Vonderscher und Meinzer 1994), fiir EON von ca.
240 nm (Thomas 2002) beschrieben. Diese Unterschiede in der Ladung und den
TropfchengroBen scheinen fiir die gesteigerte Affinitit von EON an die Oberflichen der
Darmmukosa, eventuell aber auch fiir den raschen Konzentrationsverlust in der Donorldsung
verantwortlich zu sein.

5.2 Adsorption von Ciclosporin an Glasoberflichen

Ausgehend von den Erkenntnissen aus dem Versuch am isolierten Rattenileum sollte das
Adsorptionsverhalten von Ciclosporin aus den generischen Formulierungen Cyclosporine
Capsules EonLabs (EON) und Cicloral® (CIC), sowie den Produkten des Originalherstellers
Sandimmun® (SIM) und Sandimmun® Optoral (OPT) untersucht werden. Nach dem Verdiinnen
des Kapselinhalts mit Wasser waren auffallende Unterschiede in der Galenik der verschiedenen
Formulierungen zu beobachten. OPT, ein self-microemulsifying drug delivery system
(SMEDDS), war transparent, wihrend sich bei SIM eine o/w Emulsion einstellte. Dies entspricht
verdffentlichten Berichten bzw. Photographien (Meinzer et al. 1997). Die beiden Generika waren
dezent triib, es bildete sich aber ein milchiger Bodensatz, der sich leicht aufschiitteln lie3. Weder
bei EON noch bei CIC resultierte nach Kontakt mit Wasser eine Mikroemulsion wie dies fiir
OPT beschrieben ist (Vonderscher und Meinzer 1994).

Das Adsorptionsverhalten offenbarte ebenfalls markante Unterschiede zwischen den
Formulierungen. Bei OPT waren keine Verluste festzustellen, bei SIM sank die Wiederfindung
von Ciclosporin nach 6 Stunden auf unter 40 %. Der Zeitverlauf der Wiederfindungen bei den
Generika lag zwischen OPT und SIM und war bei EON nach 4 Stunden, bei CIC nach 6 Stunden
gegeniiber OPT signifikant erniedrigt. In der Literatur finden sich keine Angaben zum
Adsorptionsverhalten von Ciclosporin aus geldsten Kapseln. Die Wahrscheinlichkeit der
Adsorption eines Wirkstoffes aus einer thermodynamisch stabilen Mikroemulsion heraus ist
jedoch sicher geringer als aus einer instabilen Emulsion. Eine Beeinflussung durch Licht ist
unwahrscheinlich (Ptachcinski et al. 1986). Vielmehr scheint die unterschiedliche Qualitdt in der
Galenik direkt fiir die zum Teil deutlichen Verluste verantwortlich zu sein.

Fiir Patienten die nicht in der Lage sind, z.B. direkt postoperativ Kapseln zu schlucken, stehen
Trinklésungen von Optoral® und Cicloral® zur Verfiigung. Die Formulierungen sind
biodquivalent (Hexal AG 2000). Die Untersuchung der Adsorption an Glas von Ciclosporin aus
diesen beiden Losungen in handelsiiblichen Trinkgldsern zeigte keine Unterschiede. Nach 2
Stunden war die Ausgangskonzentration jeweils wiederzufinden. Dies entspricht Berichten, dass
Ciclosporin-Losungen in Glasbehéltern stabil zu lagern sind, wihrend aus Kunststoffgefd3en
Weichmacheranteile herausgelost werden konnen und Verluste bei Ciclosporin auftreten
(Ptachcinski et al. 1986, Parr et al. 1988). Die verwendete Ausgangskonzentration entspricht in
etwa einer Dosis von 3 mg/kg/d bei einer 65 kg schweren Person, wie sie in der
Erhaltungstherapie durchaus iiblich ist. Es ist demnach auch bei Stehenlassen der trinkfertigen
Losungen bis zu 2 Stunden nicht mit einer Beeintrichtigung der Dosierungsgenauigkeit zu
rechnen.
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5.3 Untersuchung zur Bioverfiigharkeit von Ciclosporin aus, in Wasser bzw. Olivenol
gelosten Cyclosporine Capsules (EonLabs) und Sandimmun® Optoral Kapseln
(Novartis) bei Ratten unter steady-state Bedingungen

OPT und EON haben in vitro ein signifikant unterschiedliches Verteilungsverhalten zwischen
verschiedenen pflanzlichen Olen bzw. fettreichem Nahrungsbrei und kiinstlichem Magensaft
(Thomas 2002). In einem Versuch an Ratten unter steady-state Bedingungen konnten Koehler
und Kollegen eine vollig abweichende Kinetik zwischen OPT und EON demonstrieren. OPT
erreichte im Vollblut die etwa doppelte Maximalkonzentration und eine ca. 15 % hoéhere AUC
als EON (Koehler et al. 2002). Aufgrund dieser Daten und Ergebnissen aus den eigenen in vitro
Untersuchungen sollte an Ratten der Einfluss fettreicher Nahrung auf die Bioverfligbarkeit von
Ciclosporin untersucht werden. Zur Simulierung einer fettreichen Erndhrung wurde als
Wirkstoffvehikel Olivendl anstelle von Wasser verwendet. In einem Vorversuch wurde der
Zeitraum bis zum Erreichen von steady-state Bedingungen mit Optoral auf ca. 3 Tage bestimmt,
wenngleich im Vollblut nach 7 Tagen ein nochmaliger leichter Anstieg der Konzentrationen zu
verzeichnen war. Dies ist vermutlich der variablen Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin
zuzuschreiben. Die Medikationsperiode wurde somit auf 6 Tage festgelegt. Die Talspiegel unter
Optoral-Therapie (Kapseln geldst in Wasser) im Versuch stimmten mit ca. 750 ng/ml mit dem
Vorversuch iiberein. Das Korpergewicht der Ratten blieb in allen Gruppen im Verlauf der
sechstigigen Ciclosporin-Gabe konstant. Dies deckt sich mit Beobachtungen, dass ménnliche
Ratten bei Applikation von Olivendl erst nach 8 bis 9 Tagen signifikant zunehmen (Yamasaki et
al. 2001).

5.3.1 Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin

Beim Vergleich der Bioverfligbarkeit von Ciclosporin aus in Wasser gelosten Kapseln lag die
AUC bei EON um tiber 25 % niedriger als bei OPT, Cyax erreichte lediglich ein Drittel des
Referenzwertes. Die deutlichen Unterschiede in der Bioverfiigbarkeit von EON und OPT wie
auch die Werte flir Cpx stimmen mit veroffentlichten Daten iiberein (Koehler et al. 2002). Die
fiir EON beschriebene deutliche Verzogerung bis zum Erreichen von Cy,ax konnte nicht bestétigt
werden. Die Werte fiir tn.x lagen einheitlich bei ca. 2 Stunden. Bei in 01 gelosten Kapseln
wurden sehr viel niedrigere Konzentrationen erreicht, wenngleich sich in den Talspiegeln (C,
bzw. Ci4) kaum Abweichungen zu den in Wasser gelosten Kapseln feststellen lieen. In den
Gruppen EON-61 und OPT-6l war ty.x mit ca. 4 Stunden gegeniiber den in Wasser geldsten
Kapseln verdoppelt. Dieser Effekt von Nahrungsfett auf die Kinetik von Ciclosporin ist aus
Probandenstudien mit Sandimmun® bekannt (Mueller et al. 1994 a).

Eine generelle Malabsorption aus dem Darm scheint als Ursache fiir die niedrige
Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin bei EON-61 und OPT-6l ausgeschlossen, da alle Tiere eine
vergleichbare Gewichtsentwicklung hatten. Diarrhoen wurden nicht beobachtet. Ein Grund fiir
die reduzierte Bioverfligbarkeit konnte die leicht laxierende Wirkung von Olivendl sein. Dies
fiihrt zu einer Verkiirzung der Passagezeit im Gastrointestinaltrakt, die indirekt proportional zur
Absorption von Ciclosporin ist (Cakaloglu et al. 1993). Im Tierversuch an Ratten (Sigalet et al.
1992) und Kaninchen (Dias et al. 1998) war die Resorption von Fett aus der Nahrung bei
Mehrfachgabe von Ciclosporin bzw. einer Kombination mit Rapamycin reduziert. Da
Ciclosporin aus Mischmizellen (bestehend aus Monoglyceriden, Gallensalzen und dem
Wirkstoff selbst) resorbiert wird, konnte dies ein Grund fiir die reduzierte Bioverfiigbarkeit sein.
Des weiteren wirkt Ciclosporin bei akuter und chronischer Anwendung hemmend auf die
Ausscheidung von Galle (Le Thai et al. 1988, Roman et al. 1990, Sauer et al. 1995). Dies
vermindert die Emulgierung lipophiler Bestandteile und dadurch auch deren Resorption. Im
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isolierten Rattenjejunum sank nach vorangegangener fettreicher Erndhrung der Tiere die
Aufnahme von lipophilen Wirkstoffen wie Diazepam und Digoxin signifikant (Vine et al. 2002).
Eine verschlechterte Aufnahme des sehr lipophilen Ciclosporins wire deshalb denkbar. Dariiber
hinaus beeinflussen Nahrungsfette die Enzyme der CYP-450-Familie, {iber welche auch
Ciclosporin verstoffwechselt wird. Die in der Leber minnlicher Ratten vorherrschenden
Isoformen 3A2 und 2C11 (Waxman et al. 1995) werden durch Ciclosporin gehemmt (Brunner et
al. 2000, Bai et al. 2001, Lu et al. 2003). Sojadl fiihrt bei Ratten zu einer Induktion von 3A2
wéhrend Olivendl 2C11 inhibiert (Brunner und Bai 2000). Der Mechanismus {iiber den
Nahrungsfette in die Metabolisierung eingreifen ist noch unklar, vermutlich jedoch iiber eine
Beeinflussung der Membranzusammensetzung und -stabilitdit (Sanchez und Lutz 1998).
Inwieweit diese Aspekte fiir die reduzierte Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus in Ol geldsten
Kapseln verantwortlich sind 1dsst sich nicht abschlieBend klaren.

5.3.2 Metabolisierung und Gewebsverteilung von Ciclosporin

Nahrungsfette wie auch die Applikation von Ciclosporin kénnen die Menge und Aktivitdt der
CYP-3A Enzyme beeinflussen (Ammouche et al. 1993, Richard et al. 1998). Ein derartiger
Effekt hétte sich nach sechstigiger Gabe von Ciclosporin in Kombination mit Olivendl in der
Metabolisierung des Immunsuppressivums niederschlagen miissen. Bei EON-61 waren fiir den
Metaboliten AM1 in der Tat hohere Konzentrationen als bei EON-w festzustellen. Die
Steigerung gegeniiber EON-w betrug filir Cpax 66 % und fiir die AUC 17 %, obwohl die AUC der
Muttersubstanz um knapp 50 % niedriger lag. In der Gruppe EON-61 war dabei die sehr hohe
Variabilitdt in den AMI1-Spiegeln auffallend, die auf eine stark unterschiedliche Enzymmenge
bzw. —aktivitit hindeutet. Ein gegenteiliges Bild offenbart sich bei AM9 mit hoheren Werten fiir
AUC und Cpax bei EON-w im Vergleich zu EON-6l. Bei OPT-w waren die Blutspiegel von
AM1 und AM9 gegeniiber OPT-61 ebenfalls erhoht, bei gleichzeitig groferer Bioverfiigbarkeit
von Ciclosporin. Die hoheren Metabolitenkonzentrationen in den Wassergruppen scheinen direkt
aus der dort hoheren Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin zu resultieren. Die Variabilitdt von tyax
war in den beiden Ol-Gruppen durchweg hdher. Dies erklirt zum Teil die mitunter auffallenden
Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Metaboliten.

Neben einer ausgepriagten Metabolisierung unterliegt Ciclosporin auch einer extensiven
Verteilung. Diese wird durch die Affinitit des Wirkstoffs zu verschiedenen Geweben sowie
deren Permeabilitdt bestimmt. Die hohe Lipophilie von Ciclosporin ldsst auf eine Verteilung
vorwiegend in Fettgewebe schlieBen. In einer Studie an normal- und {ibergewichtigen Probanden
wurde allerdings ein vergleichbares Verteilungsvolumen gefunden (Blouin und Warren 1999).
Bei Ratten zeigen Weibchen im Vergleich zu Ménnchen trotz ihres hoheren Fettgehalts ein
geringeres Verteilungsvolumen (Molpeceres et al. 1998). Diese Befunde unterstreichen die
wichtige Rolle der Permeabilitit, die von der Aktivitit und Menge von P-glycoprotein
beeinflusst wird. Weibliche Ratten weisen ein vielfach hoheres Vorkommen von P-gp (Furuya et
al. 1994, Salphati und Benet 1998) und eine hohere Clearance als Ménnchen auf (Takami et al
1995, Brunner et al. 1996). Metabolisierung und Verteilung von Ciclosporin hdngen bei Ratten
vom Alter und Geschlecht der Tiere ab (Molpeceres et al. 2000). Die hochsten
Gewebskonzentrationen an Ciclosporin finden sich bei Weibchen im Fettgewebe, bei Midnnchen
in der Leber (Napoli et al. 1998, Molpeceres et al. 2000). Diese Verteilung wurde in allen
Gruppen bestitigt, mit hochsten Konzentrationen in der Leber bei OPT-w. In der Niere fanden
sich die hochsten Werte ebenfalls in der Gruppe OPT-w, im Ileum bei EON-w. Die
dominierende Adhdsion von EON an das Ileum im Vergleich zu Optoral war bereits im in vitro
Versuch (sieche oben) zu erkennen und wurde mit diesem in vivo Ergebnis untermauert. Die

-83-



Diskussion

Gewebespiegel waren, entsprechend der gréBeren Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin, in den
Wasser-Gruppen héher als in den Ol-Gruppen.

OPT-w ergab gegeniiber EON-w eine bessere Bioverfligbarkeit von Ciclosporin. Bei dhnlichen
Gewebespiegeln waren die Konzentrationen von AM1 und AM9 im Vollblut hoher. Dies lésst
auf eine bessere Resorption von Ciclosporin aus Optoral im Vergleich zu EON schlieen. Bei
der Beurteilung der Resultate darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass das Auflosen der
Kapseln in Wasser oder Ol eine massive Manipulation der Galenik darstellt und die Daten nicht
ohne weiteres auf eine ,normale’ perorale Einnahme iibertragbar sind.

5.4 Pilotstudie: Untersuchung zur Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus Cyclosporine
Capsules (EonLabs) vs. Cicloral® (Hexal) an gesunden Probanden

Die Ergebnisse aus in vivo Versuchen zur Untersuchung der Bioverfligbarkeit von Ciclosporin
an Ratten deuten auf signifikante Unterschiede zwischen OPT und dem generischen EON hin
(sieche Punkt 3.9, Koehler et al. 2002). EON offenbarte dagegen in verschiedenen in-vitro-
Versuchen ein sehr dhnliches Bild wie CIC (siehe Punkt 3.7, Thomas 2002). Die Firma EonLabs
ist laut Internetprisentation der Hexal AG deren strategischer Partner in den USA. Das Produkt
von EonLabs stellt das Generikum der Hexal AG auf dem US-Markt dar (Rass 2001). Beide
Produkte unterscheiden sich jedoch zumindest im Ethanolgehalt in den Kapseln (EonLabs 1999,
Hexal AG 2002). In einer Pilotstudie sollten durch Untersuchung der Bioverfiigbarkeit von
Ciclosporin aus EON und CIC Hinweise gewonnen werden, in wie weit beide Produkte
ibereinstimmen. Die Studie hatte einen rein deskriptiven Charakter; die Daten von 2 Probanden
sind fiir statistische Aussagen nicht ausreichend.

5.4.1 Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin

Nach Niichternapplikation von 200 mg Ciclosporin aus Cicloral® Kapseln wurde mit ca. 1200
ng/ml eine um 15 % hohere Maximalkonzentration als mit EON erreicht. Die AUC differierte
um etwa 3 %. Da in die Berechnung der Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve die
Blutspiegel zu allen Messzeitpunkten einflieen, stellt die AUC den robusteren kinetischen
Parameter im Vergleich zu Cp,x und tyax dar. Diese werden unter anderem stark vom Intervall
der Probenentnahmen beeinflusst. Beide Produkte zeigen somit ein fast identisches Ausmal, mit
welchem der Wirkstoff im systemischen Kreislauf verfiigbar wird.

Die fiir CIC ermittelten Werte fiir Cpax (1206 ng/ml), AUC (4873 ng/ml*h) und tmax (1,25 h)
stimmen mit Daten aus einer fritheren Probandenstudie iiberein, fiir die bei gleicher Dosierung
folgende Werte dokumentiert sind: Cpax 1104 ng/ml, AUC 4884 ng/ml*h und tp.x 1,5 h (Hexal
AG 1996).

Die Konzentrations-Zeit-Diagramme der beiden Hauptmetaboliten AM1 und AM9 zeigten bei
EON und CIC einen annihernd deckungsgleichen Verlauf. Die Maximalkonzentrationen beider
Metaboliten unterschieden sich um weniger als 10 %. Die AUC differierte bei AM1 um 5 %, bei
AM9 um weniger als 1 %. Beide Produkte weisen ein vergleichbares Muster der
Hauptmetaboliten AM1 und AM9 auf. Fiir die Untersuchung des Einflusses von fettreicher
Nahrung auf die Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin bei gesunden Probanden fiel aufgrund der
Datenlage die Entscheidung auf Cicloral® als Priifmedikation.
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5.4.2 Einfluss von Ciclosporin auf Cortisol- und Cortisonspiegel

Das Glucocorticoid Prednisolon galt vor Einfiihrung von Ciclosporin als das wichtigste
Immunsuppressivum und ist neben diesem nach wie vor Bestandteil der Standardtherapie nach
Organtransplantationen (Hall et al. 1988). Bereits in den 1980er Jahren wurde nach einem
geeigneten Instrument gesucht, um den therapeutischen Effekt von Prednisolon
vorausbestimmen zu konnen. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen den
Cortisolspiegeln von Nierentransplantierten und dem Risiko einer TransplantatabstoBung
(Kozaki et al. 1989, Oka et al. 1990). In Tierversuchen wurde eine Erhohung der Cortisolspiegel
nach zweimaliger Ciclosporin-Gabe festgestellt (Cufer et al. 1995), die vermutlich die Folge
einer Stimulierung von Corticotropin (ACTH) durch Ciclosporin ist (Sheppard 1995, Cufer et al.
1998). Insgesamt betrachtet wurde in der Literatur der Frage nach dem Einfluss von Ciclosporin
auf die physiologischen Spiegel von Cortisol und Cortison allerdings wenig Aufmerksamkeit
geschenkt.

In der Pilotstudie sollte der Einfluss einer peroralen Einzeldosis von 200 mg Ciclosporin auf die
Cortisol- und Cortisonspiegel bei gesunden Probanden untersucht werden. In Ubereinstimmung
mit dem in der Literatur beschriebenen circadianen Rhythmus (Palm et al. 1996) lagen die
maximalen Konzentrationen von Cortisol und Cortison morgens gegen 8:00 Uhr, die Minima am
spiten Abend vor. Auffallend sind die erhohten Cortisolspiegel bis 3 Stunden nach Einnahme
von CIC. Diese lassen sich als stressbedingte Reaktion des Korpers auf die Kreislaufschwiche
beider Probanden nach dem Legen der Verweilkaniile erkliren (Wood 1986, Vedhara et al.
2003). Die Nahrungsaufnahme 2 und 4 Stunden nach Einnahme der Medikation war mit einem
postprandialen Anstieg der Cortisolkonzentrationen verbunden (Hansen et al. 1997, Svec und
Shawar 1997). Zwischen den beiden Behandlungsschemen mit je 200 mg Ciclosporin und der
Kontrolle konnte beziiglich der Cortisolspiegel und des circadianen Rhythmus kein Unterschied
festgestellt werden. Entgegen publizierter Daten, die nach einmaliger Gabe von Ciclosporin
einen signifikanten Anstieg des diastolischen bzw. systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz
zeigen (Hansen et al. 1999, Gossmann et al. 2001) ergaben sich in dieser Pilotstudie keine
Verianderungen gegeniiber der Kontrolle.

5.5 Untersuchung zur Bioverfiigharkeit von Ciclosporin aus Cicloral® bei gesunden
Probanden — Einnahme nach fettreichem Friihstiick vs. Niichternapplikation

Ciclosporin wird der Gruppe der so genannten ,critical dose drugs’ zugeordnet (Patnaik et
al.1997, Barr 1999 b, Sabatini et al. 1999). Diese Pharmaka zeichnen sich durch einen schmalen
therapeutischen Bereich, die Notwendigkeit eines Blutspiegel-Monitorings und eine niedrige und
variable Resorption aus. Sie besitzen zudem eine breite inter- und intraindividuelle
pharmakokinetische Variabilitit (Johnston et al. 1997, Kahan 1999 a), die im Falle von
Ciclosporin entscheidenden Einfluss auf die Hiufigkeit und Schwere von Nebenwirkungen aber
auch  AbstoBungsreaktionen  hat. Die  Pharmakokinetik von  Ciclosporin  bei
Transplantationspatienten héngt neben zahlreichen Faktoren wie dem klinischen Status (Zeit
nach Transplantation), dem transplantierten Organ, der Begleitmedikation (CYP-Induktoren und
—Inhibitoren) und dem Alter der Patienten auch von der Nahrung ab (Christians et al. 2000).
Studien an Patienten und gesunden Probanden zur Untersuchung des Einflusses von Nahrung auf
die Resorption von Ciclosporin aus Sandimmun® offenbarten zum Teil keinen signifikanten
Effekt (Lindholm et al. 1990, Honcharik 1991), aber auch eine Verbesserung der Resorption
(Ptachcinski et al. 1985, Gupta et al. 1990). Diese widerspriichlichen Ergebnisse scheinen ihre
Ursache im unterschiedlichen Fettgehalt der Nahrung zu haben (Gupta et al. 1990, Honcharik et
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al. 1991). Miiller und Kollegen stellten bei Einnahme von Sandimmun® nach einer fettreichen
Mahlzeit eine signifikant erhohte Bioverfiigbarkeit bei fast verdoppelter ty.x fest (Mueller et al.
1994 a). In der gleichen Studie waren die Auswirkungen von Nahrung bei der
Mikroemulsionsformulierung Sandimmun® Optoral weitaus geringer, mit konstantem tpa, und
einer erniedrigten AUC. Diese pharmakokinetischen Erkenntnisse bildeten die Grundlage fiir
die, nach wie vor aktuelle Forderung und das Streben nach Mikroemulsionsformulierungen bei
ciclosporinhaltigen Arzneimitteln.

5.5.1 Bioverfiigbharkeit von Ciclosporin

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Nahrung auf die Bioverfligbarkeit von
Cicloral® anhand eines fettreichen, hochkalorischen Friihstiicks nach Vorgabe der FDA getestet
(FDA 2001 a). Bei Einnahme von Cicloral® nach der Mahlzeit ergab sich sowohl eine
signifikante Erh6hung von Cp,,x um 33 % als auch der AUC um 22 %. Gemessen an den Daten
von Miiller et al. wiirde diese deutliche Zunahme der Bioverfligbarkeit Parallelen zur alten
Ciclosporin-Formulierung Sandimmun® und weniger zu Sandimmun® Optoral nahe legen.
Uberraschend ist die leicht verkiirzte tm,. von Cicloral® im Testschema, da fettreiche Nahrung
die Verweilzeit im Magen erhoht und somit zu einem verzogerten Anfluten fiihren sollte (Drewe
et al. 1992). Als Ursache sowohl fiir die schnelle Invasion als auch die verbesserte
Bioverfiigbarkeit kommt eine stark gesteigerte Ausscheidung von pankreatischem
Verdauungssaft und von Gallensaft durch fettreiches Essen in Betracht. Beides erzeugt eine
optimierte Emulgierung des lipophilen Ciclosporins im Diinndarm (Mehta et al. 1988). Dies
wiirde auf eine von Gallensaft abhiingige Resorption von Cicloral® hinweisen, wogegen fiir die
Absorption der Mikroemulsionsformulierung Sandimmun® Optoral keine Emulgierung durch
Gallensalze nétig ist (Mueller et al. 1995, Levy 1999). Zudem erwies sich in einer Studie an 55
nierentransplantierten Patienten die Bioverfiigbarkeit von Optoral als nahrungsunabhingig. Es
ergaben sich keine Unterschiede zwischen der Niichterneinnahme bzw. der Applikation nach
einer fettarmen oder fettreichen Mahlzeit. Optoral war dabei der Referenz Sandimmun® in der
intraindividuellen Variabilitét deutlich tiberlegen (Kahan et al. 1995).

In der immunsuppressiven Dauertherapie lieBe sich mit der Einnahme von Cicloral® nach einer
fettreichen Mabhlzeit eine signifikant verbesserte Bioverfligbarkeit erzielen, allerdings unter
Inkaufnahme einer erheblich gesteigerten Variabilitit (siche Abbildung 31). In der Therapie mit
Ciclosporin ist eine hohe Variabilitit jedoch kritisch zu bewerten, da sie sowohl mit akuten als
auch chronischen AbstoBungen des transplantierten Organs assoziiert ist (Inoue et al. 1994,
Kahan et al. 1996, Oellerich et al. 1998). Die Reduktion intraindividueller Schwankungen in der
Bioverfiigbarkeit hat eine geringere Anzahl von Transplantatverlusten zur Folge und trégt somit
zur Absenkung der Behandlungskosten bei (Kahan et al. 2000 a). Dariiber hinaus wire bei einem
Standard-Dosierungsintervall von 12 Stunden der zweimal tigliche Verzehr einer derart
fettreichen und hochkalorischen Mahlzeit schon unter kardiovaskuldren Gesichtspunkten nicht
empfehlenswert. Folglich wire bei der Umstellung eines Patienten von Optoral auf Cicloral®
dessen Erndhrung auf einen mittleren Fettgehalt zu standardisieren. Eine derartige Losung ist fiir
die alltdgliche Anwendung jedoch sicher nicht umsetzbar.

Fiir Cicloral” konnte zwischen den beiden Applikationsarten niichtern vs. nach einem fettreichen
Friihstiick Biodquivalenz nicht nachgewiesen werden. Die 90%-Konfidenzintervalle fiir Cpax
(1,15 — 1,43) und die AUC (1,12 — 1,30) tiberschritten die von EMEA und FDA geforderten
Biodquivalenzgrenzen von 0,80 — 1,25 (EMEA 2001, FDA 2002). Der Einnahmezeitpunkt der
Medikation in Bezug zur Nahrungsaufnahme spielt demzufolge eine bedeutende Rolle. Die
Applikation von Cicloral® ohne Beachtung der Nahrungsaufnahme birgt die Gefahr einer Unter-
bzw. Uberdosierung und ist mit einer gesteigerten intraindividuellen kinetischen Variabilitit
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verbunden. Da die Zunahme der Variabilitdt mit einer Steigerung der Transplantatverlustrate und
damit der Behandlungskosten verbunden ist, wire das primdre Argument pro Generika der
Kosteneinsparung ad absurdum gefiihrt. Patienten sollten in jedem Fall dazu angehalten werden,
die Medikation einheitlich vor oder nach den Mahlzeiten einzunehmen.

Aus der Probandenpopulation dieser Studie ist Proband 1 hervorzuheben. Entgegen der mittleren
Bioverfiigbarkeit ergab sich hier bei Einnahme der Medikation nach dem Essen eine reduzierte
Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin. Wihrend bei der Niichternapplikation Cy.x und AUC sehr gut
mit dem Mittelwert iibereinstimmen, liegen diese Werte im Testschema knapp 50 % niedriger.
Ahnlich hohe Abweichungen der individuellen Bioverfiigbarkeit wurden bereits von anderen
Generika berichtet (Schroeder et al. 1998). Ein Dosierungsfehler ist ausgeschlossen, da die
Einnahme der Kapseln unter Aufsicht erfolgte. Moglicherweise 16ste sich eine Kapsel im
Gastrointestinaltrakt nicht oder zu spit auf, so dass der Wirkstoff nur aus einer Kapsel freigesetzt
wurde.

Die Daten dieses Versuchs stehen nicht im Einklang mit einer Studie an 18 gesunden Probanden,
in der ebenfalls der Nahrungseinfluss auf die Bioverfiigbarkeit von Cicloral® Kapseln untersucht
wurde (Hexal AG 1997). Dort ergab sich bei Einnahme von 200 mg Cicloral® nach einer
Standardmahlzeit eine Kinetik analog zu Optoral (Mueller et al. 1994 a), d.h. eine Reduktion von
Cmax und AUC. Der zweigipfelige Verlauf des Konzentrations-Zeit-Diagramms weicht davon
jedoch ab und ist in der Literatur mehrfach fiir die alte Formulierung Sandimmun® beschrieben
(Reymond et al. 1988, Gupta und Benet 1989, Mueller et al. 1994 a). Das Auftreten von zwei
Maxima kann durch eine schnelle Resorption von Ciclosporin aus den oberen
Diinndarmabschnitten mit einer nachfolgenden, verzdgerten Aufnahme von im Darmlumen
verbliebenem Wirkstoff aus dem Ileum bedingt sein (Cakaloglu et al. 1993). Eine zweite
Erklarung fiir den Kurvenverlauf der Hexal-Studie wire eine inhomogene Probandenpopulation
in der ein Teil bei Einnahme von Cicloral® nach dem Essen ein unverindertes, der andere Teil
ein verzogertes ty.x aufweist. Die stark differierenden Daten aus der Studie an 18 Probanden und
der Studie CIC-BV-1 untermauern die hohe Variabilitit der Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin.

5.5.2 Korrelation zwischen Ciclosporin-Spiegeln und der AUCy_y,

Aufgrund des schmalen therapeutischen Fensters von Ciclosporin ist eine moglichst optimale
Einstellung der Patienten unabdingbare Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Immunsuppression.
Die exakte Dosierung anhand einer Kinetik {iber den gesamten Zeitraum von 12 Stunden, wie
auch einer Kurzkinetik zum Beispiel iiber 4 Stunden, ist aufwendig und konnte sich in der
klinischen Routine nicht durchsetzen (Oellerich und Armstrong 2002). Die Dosisfindung erfolgt
deshalb mit Hilfe der Messung einer einzelnen Blutkonzentration, zumeist des Talspiegels
(Oellerich et al. 1995). Johnston und Kollegen konnten zeigen, dass bei Optoral die hochste
inter- und intraindividuelle Variabilitdt in den ersten 4 Stunden nach Einnahme vorliegt. Die
Bestimmung eines vollstindigen AUC-Profils, welches auch die Zeitspanne mit geringer
Schwankung von 6 bis 12 Stunden erfasst, wiirde eventuell zu einer ,Normalisierung’ von
Unterschieden fithren (Johnston et al. 2000). Die Erkenntnis, dass der Blutspiegel 2 Stunden
nach Einnahme der Medikation (C,) deutlich besser mit der AUCy.4, korreliert als der Talspiegel
(Co) fiihrte zur Implementierung des so genannten C,-Monitorings. Entsprechend wurden in
zahlreichen klinischen Studien wie auch in der vorliegenden Arbeit die Ciclosporin-Spiegel zu
bestimmten Zeitpunkten auf die AUC.4n bezogen (Belitzky et al. 2000).

Die hochste Korrelation in der Studie CIC-BV-1 lag mit r = 0,85 im Testschema 2 Stunden nach
Einnahme von Cicloral® vor, wihrend dies im Referenzschema bei C; (r = 0,81) der Fall war.
Die Korrelation 12 Stunden nach Einnahme, entsprechend dem Talspiegel bei einem 12 Stunden-
Dosierungsintervall, erreichte mit ca. r = 0,5 in Test und Referenz ein deutlich niedrigeres
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Niveau und bestétigt somit die Kritik an der Dosierung nach Talspiegeln (Cole 2000, Levy
2001). Beim Vergleich dieser single-dose Studie an gesunden Probanden mit multiple-dose
Studien an Transplantierten unter Therapie mit Optoral ergeben sich bei Optoral auffallend
bessere Korrelationen zwischen C, und AUCy.4,. Die Resultate waren bei Lebertransplantierten r
= 0,92 (Cantarovich et al. 1998 a), bei Nierentransplantierten r = 0,90 (Mahalati 1999) und bei
Herztransplantierten r = 0,91 (Cantarovich et al. 1998 b). Die vorliegenden Korrelationen von C,
zur AUCyp4y von r = 0,85 im Test- und r = 0,69 im Referenzschema zeigen nicht nur eine
geringere Ubereinstimmung vor allem nach Niichternapplikation, sondern auch eine nicht
unerhebliche Variabilitidt. Beides kann die Dosierungsgenauigkeit und damit auch den
Therapieerfolg negativ beeinflussen. Inwiefern der Einsatz des C,-Monitorings bei Cicloral®
vertretbar ist muss erst in multiple-dose Studien an Patienten geklart werden.

5.5.3 Metabolisierung von Ciclosporin

Ciclosporin unterliegt einer komplexen Metabolisierung in der Leber aber auch im
Gastrointestinaltrakt (Christians und Sewing 1993, 1995). Als Hauptmetaboliten im Blut von
Patienten sind AM1 und AM9 aber auch AM4N nachweisbar (Kovarik et al. 1994 a).

Sekundires Ziel der Studie CIC-BV-1 war die Bestimmung des Konzentrations-Zeit-Verlaufs
der Metaboliten AM1, AM9, AM4N und AMI1c im Vollblut und im Urin der Probanden. Die
Analyse der Metaboliten und der Muttersubstanz erfolgte per HPLC, die zwar zeitaufwendig
aber auch sehr genau und spezifisch ist (Oellerich und Armstrong 2002). Immunochemische
Methoden, die in der klinischen Routine weit verbreitet sind, weisen oft betrachtliche
Schwankungen in der Prazision und Richtigkeit auf (Schiitz et al. 1998, Steimer 1999, Holt et al.
2000). Die fiir diese Studie entwickelte HPLC-Methode gewihrleistete die gemeinsame Messung
von Ciclosporin und mehrerer Metaboliten in einer relativ kurzen Laufzeit von 22 Minuten. Die
Intraassay-Variation war mit ca. 8 % ebenso zufriedenstellend wie die Richtigkeit fiir
Ciclosporin. Die Metaboliten wurden dagegen mit maximal 40 % falsch hoch bestimmt. In der
Studie waren aber weniger die Absolutkonzentrationen der Metaboliten als der Vergleich der
Werte zwischen den beiden Applikationsarten von Relevanz, so dass diese Ungenauigkeit zu
tolerieren war. Als Ursachen fiir die Probleme bei der Messung der Metaboliten kommen
Einwiegefehler bei den, aus einem Fremdlabor stammenden Metaboliten-Stammldsungen wie
auch deren lange Lagerzeit (liber ein Jahr) in Frage. Der Metabolit AM4N konnte aufgrund
interferierender Substanzen in den Proben (siehe Abbildung 11) nicht quantifiziert werden. Dieses
Problem wurde bereits frither beschrieben (Christians et al. 1991). Die Maximalkonzentrationen
von AMI und AM9 im Vollblut lagen in beiden Behandlungsschemen einheitlich bei ca. 325
ng/ml. tn,, wurde iibereinstimmend nach etwa 2,25 Stunden erreicht. AM1 verzeichnete
gegeniiber AMO eine etwa dreifach hohere Halbwertszeit und Flache unter der Konzentrations-
Zeit-Kurve (Kovarik et al. 1994 a). Insgesamt waren die kinetischen Parameter der Metaboliten
im Vollblut beim Vergleich von Test und Referenz anndhernd identisch, bei gleichzeitig
deutlichem Unterschied bei Ciclosporin. Nach Niichternapplikation von Cicloral® waren
demnach  trotz  geringerer  Bioverfiigbarkeit ~von  Ciclosporin  dhnlich  hohe
Metabolitenkonzentrationen wie bei Einnahme nach dem Friihstiick zu finden. Die signifikante
Verringerung der Metabolisierungsrate, gemessen an den Blutspiegeln, im Zusammenhang mit
einer Mahlzeit lasst sich mit einer Auslastung der Enzymkapazitit durch die Nahrungsaufnahme
erkldren. Somit wire nur eine eingeschriankte Metabolisierung des Ciclosporins moglich
(Lindberg-Freijs und Karlsson 1994). Inwiefern sich eine veranderte Metabolisierungsrate auf
das klinische Ergebnis auswirkt ist fraglich. Einerseits wird vor allem AM1 mit Nephrotoxizitit
bei Patienten in Verbindung gebracht (Rosano et al. 1988, Furlanut et al. 1996), andererseits
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wurde auch eine leicht immunsuppressive Wirkung postuliert (Sadeg et al. 1993). Eine
Uberwachung der Metabolitenkonzentrationen hat sich in der Klinik jedoch noch nicht etabliert.
Analog den Blutkonzentrationen der Metaboliten war auch im Urin die Wiederfindung bei AM1
am hochsten. Neben AM1 und AM9 war im Urin auch der Metabolit AM1c nachweisbar, der im
Vollblut nur sporadisch vorkam. Die Wiederfindung der Muttersubstanz aus Cicloral® lag mit
knapp 0,4 % iiber der fir Sandimmun® Optoral beschriebenen Wiederfindung von 0,1 %
(Novartis Pharma 2002).

Die im Test belegte grofBere Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin im Vollblut sowie die héheren
Konzentrationen von Ciclosporin und Metaboliten im Urin deuten klar auf eine verbesserte
Resorption von Cicloral® nach einer fettreichen Mahlzeit hin und sind nur zum Teil Folge einer
verdnderten Metabolisierung. Es ist jedoch zu beachten, dass Ciclosporin nach oraler Gabe
vorwiegend bilidr und nur zu einem sehr geringen Teil (ca. 6 %) renal eliminiert wird (Novartis
Pharma 2002).

5.5.4 Einfluss von Ciclosporin im Test- und Referenzschema auf die Plasmaspiegel von
Cortisol und Cortison

Die Durchfiihrung der Analyse der Cortisol- und Cortison-Plasmaspiegel erfolgte mittels einer
neu entwickelten HPLC-Methode, die eine gleichzeitige Messung von Cortisol und Cortison
iiber den internen Standard Methylprednisolon erlaubt. Der Variationskoeffizient (CV) fiir die
Prézision war ca. 20 %, die Abweichung vom wahren Wert (Bias) besser als 10 %. Die Prizision
war bei den niedrig dotierten Kontrollen etwas vermindert, da hier die endogenen Mengen an
Cortisol und Cortison nur geringfiigig aufgestockt wurden. Aus technischen Griinden wurde auf
die Herstellung sogenannter ,stripped-off Kontrollen’ verzichtet, bei denen endogenes Cortisol
mit Aktivkohle und hochtourigem Zentrifugieren entfernt wird (Jusko et al. 1994).

Wie bereits in der Pilotstudie EON-CIC-BV-1 so ist auch hier der Einfluss von Nahrung auf die
Glucocorticoidspiegel deutlich zu erkennen (Hansen et al. 1997, Svec und Shawar 1997). Im
Referenzschema stiegen die Konzentrationen im Anschluss an den Verzehr des fettarmen
Friihstiicks (2 Stunden nach Medikationseinnahme) signifikant an. Das gemeinsame Mittagessen
fiihrte entsprechend zu einem Anstieg sowohl im Test als auch in der Referenz. Bei der, aus der
Studie EON-CIC-BV-1 iibernommenen Kontrolle wurde das Mittagessen bereits 4 Stunden nach
Medikation verzehrt. Im Kurvenverlauf findet sich der postprandiale Peak entsprechend friiher.
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Cortisolspiegel im Test nach Einnahme des fettreichen
Friihstiicks nur geringfligig iiber denen der Referenz (keine Nahrungsaufnahme zu diesem
Zeitpunkt) liegen. Analog dem signifikanten Anstieg nach fettarmem Friihstiick wére auch hier
ein stdrker ausgeprigter Unterschied zu erwarten gewesen. Dariiber hinaus fallen die
Cortisonkonzentrationen nach Verzehr des fettreichen Friihstiicks gegeniiber der Referenz sogar
signifikant ab. Inwiefern der Fettgehalt der Nahrung die Ausschiittung von Cortisol und Cortison
beeinflusst ist nicht geklart. In einer Probandenstudie an 14 pridmenopausalen Frauen konnte ein
leichter Riickgang der Cortisolspiegel unter einer Didt mit mehrfach ungeséttigten Fettsduren
gegeniiber einer Didt mit vorwiegend geséttigten Fettsduren festgestellt werden (Brown et al.
2002). Das in der vorliegenden Studie verwendete fettreiche Friihstiick bestand jedoch
hauptsdchlich aus gesittigten Fettsduren. Bei Sportlern war auBlerdem ein Anstieg der
Cortisolkonzentration nach einer vierwochigen fettreichen (40 % der Gesamtenergie) Diédt im
Vergleich zu einer 15 %- und einer 30 %-Diét zu verzeichnen (Venkatraman et al. 2001). Die
gesteigerte Bioverfiigbarkeit von Cicloral® bei Applikation nach einer Mahlzeit kénnte zu einem
Abfall der Cortisolspiegel gefiihrt haben, der durch einen postprandialen Anstieg maskiert
wurde. Eine Absenkung der Cortisolkonzentration nach Ciclosporin-Gabe stiinde allerdings im
Widerspruch zu Erkenntnissen aus einem Versuch an Kaninchen, in dem Ciclosporin in
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verschiedenen Dosierungen zu einer Erhéhung der Cortisolspiegel fiihrte (Cufer et al. 1995). Die
Werte fiir Cortisol lagen in beiden Behandlungsschemen zu jedem Zeitpunkt innerhalb der
Normgrenzen von ca. 25 — 175 ng/ml (Mutschler 2001), so dass bei einmaliger Gabe von
Ciclosporin keine klinisch relevanten Verdnderungen der Cortisolspiegel festzustellen waren.

5.5.5 Einfluss von Ciclosporin im Test- und Referenzschema auf vasodilatatorische und —
konstriktorische Mediatoren

Die chronische Anwendung von Ciclosporin ist hdufig mit Hypertonie und Nephrotoxizitét
verbunden (Hardy et al. 2000). Bei der Entstehung dieser unerwiinschten Nebenwirkungen ist
eine durch Ciclosporin induzierte Vasokonstriktion beteiligt, die auf eine Dysbalance
vasokonstriktorischer und vasodilatatorischer Mediatoren zuriickzufiihren ist (Bennett 1996,
Andoh und Bennett 1998, Olyaei et al. 1999, Darlametsos und Varonos 2001).
Vasokonstriktoren wie Endothelin-1 (Textor et al. 1995, Lo Russo et al. 1996), Angiotensin —2
(Lee 1997) und Thromboxan A, (Braun-Dullacus et al. 1999, Averna et al. 2001) werden
vermehrt, vasodilatierende Prostaglandine (Koivisto et al. 1992, Textor et al. 1995) und NO
(Attur et al. 2000, Oriji 2003) vermindert gebildet.

In dieser Studie wurden die Urinkonzentrationen von Thromboxan B, (Hauptmetabolit von
Thromboxan A;), 6-keto Prostaglandin F;, (Hauptmetabolit von Prostacyclin) und Nitrit/Nitrat
(Abbauprodukte von NO) in Abhéngigkeit von der Gabe von Ciclosporin nach einer fettreichen
Mahlzeit bzw. niichtern untersucht. Die Konzentrationen von Thromboxan B, (TxB,) variierten
im Verlauf des ersten Kinetiktages, mit maximalen Werten am Vormittag und minimalen
wiahrend der Nacht. 6-keto PGF;, hatte einen analogen Verlauf. Fiir beide Metaboliten ist
entsprechend ein circadianer Rhythmus postuliert (Nadler und Yamamoto 1986, Kunkel et al.
1988). In der Urinfraktion 4-8 h nach Einnahme von Cicloral® waren die TxB,-Werte im Test
signifikant hoher als in der Referenz. Im Vergleich zur Kontrolle zeigten sich keine signifikanten
Abweichungen. Die Kontrollfraktionen wurden allerdings wenige Wochen nach Durchfiihrung
der Studie von, nicht mit den Probanden identischen Personen gesammelt. Dies birgt das Risiko
eines tagesabhidngigen Fehlers. In den Fraktionen 8-48 h nach Ciclosporin-Applikation waren
keine Differenzen zwischen Test und Referenz festzustellen. Auch zwischen Tag 1 und 2
innerhalb eines Behandlungsschemas gab es keine Abweichungen. Die hohere Bioverfiigbarkeit
von Ciclosporin aus Cicloral® bei Einnahme nach einem fettreichen Essen kénnte demnach einen
kurzfristig gesteigerten vasokonstriktorischen Effekt im Vergleich zur Niichterneinnahme
ausldsen.

6-keto PGF;, und Nitrit/Nitrat waren gegeniiber den Kontrollen tendenziell erniedrigt,
wenngleich keine Signifikanz zwischen Test und Referenz vorlag. Das Ungleichgewicht von
dilatierenden und konstringierenden Komponenten spiegelt sich im Trend zu erniedrigten
Konzentrationen von 6-keto PGF;, und Nitrit/Nitrat in Verbindung mit erhéhten Werten fiir
TxB, wider.

Eine negative Beeinflussung der Nierenleistung durch Ciclosporin ldsst sich anhand der
signifikanten Reduktion der Kreatinin-Clearance nach Ciclosporin-Gabe im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor Studienbeginn belegen. Der Effekt trat in beiden Behandlungsgruppen am
zweiten Tag auf. Dies deutet auf eine verzogert einsetzende Wirkung hin. Die gesteigerte
Bioverfiigbarkeit von Cicloral® nach fettreichem Essen schlug sich im Vergleich zur Referenz
nicht in den Kreatininwerten nieder. Die Konzentrationen von Kreatinin im Plasma und Urin,
sowie die Kreatinin-Clearance lagen wéhrend der Studie und bei der Nachuntersuchung génzlich
innerhalb der anerkannten Normbereiche.
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6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Cyclosporine Capsules zeigten in vitro ein von Gengraf™ und Sandimmun® Optoral
verschiedenes Verhalten mit einer signifikant hoheren Adhésion an das isolierte Rattenileum.

Ciclosporin aus in Wasser gelosten Kapseln adsorbierte bei Optoral nicht an Glas, bei
Sandimmun® dagegen sehr deutlich. Auch Cyclosporine Capsules und Cicloral® offenbarten im
Vergleich zu Optoral eine signifikante Adsorption.

Ciclosporin aus Cicloral® Trinklésung und Optoral Trinklésung adsorbierte im Laufe von 4
Stunden nicht an Glas.

Bei Applikation von Cyclosporine Capsules und Optoral mit Wasser wurde bei Ratten eine
signifikant hohere mittlere AUC und Maximalkonzentration gefunden als nach Gabe mit
Olivenol. Beim Vergleich der beiden Formulierungen nach Applikation mit Wasser ergab sich
ein deutlicher Trend zu einer groferen Bioverfiigbarkeit von Ciclosporin aus Optoral.

Cyclosporine Capsules und Cicloral® hatten bei gesunden Probanden eine annihernd identische
Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung.

Bei Einmalgabe an gesunde Probanden zeigte Ciclosporin keinen Effekt auf die Cortisol- und
Cortisonkonzentrationen sowie auf Blutdruck und Herzfrequenz.

Cicloral® wies bei Einnahme nach einer fettreichen Mahlzeit eine signifikant erhohte
Bioverfiigbarkeit im Vergleich zur Niichterneinnahme auf. Zwischen beiden Applikationsarten
konnte Biodquivalenz nicht nachgewiesen werden.

Gemessen an den Blutspiegeln von Ciclosporin und Metaboliten war die Metabolisierungsrate
bei Einnahme nach einer fettreichen Mahlzeit signifikant erhoht.

Die Einmalgabe von Ciclosporin nach einer fettreichen Mahlzeit fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der Urinkonzentration von Thromboxan B, im Vergleich zur Niichterneinnahme.
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7. Schlussfolgerungen

Die Mikroemulsionstechnologie von Sandimmun® Optoral ist dem klassischen Sandimmun®
unter anderem beziiglich der Therapieresultate deutlich iiberlegen. Es ermdglicht dariiber hinaus
aufgrund seiner konstanteren Bioverfligbarkeit eine einfachere Handhabung in der klinischen
Anwendung. Auf den Markt dringende Ciclosporin-Generika miissen sich deshalb an der
optimierten Galenik des Optorals messen lassen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Generika wiesen hinsichtlich der Galenik zum Teil deutliche Unterschiede auf, die sich in ihrem
physiko-chemischen Verhalten niederschlagen. In wieweit diese Abweichungen auf den
Therapieerfolg Einfluss nehmen konnen, miissen Langzeitbeobachtungen an Patienten kliren, in
denen ein Teil des Kollektivs 1:1 auf das Generikum umgestellt und der andere Teil unter
Optoral belassen wird. Dieses Studiendesign wiirde die beste Mdoglichkeit eines Vergleichs der
therapeutischen Aquivalenz bieten. Dabei wire eine engmaschige Kontrolle der Korrelation der
C,-Spiegel mit der AUC .4, und gegebenenfalls Dosisadaptationen von Cicloral® zu fordern.

Die vorliegenden Daten bestétigen die Abhdngigkeit der Resorption von Ciclosporin von der
Nahrung. Das ciclosporinhaltige Arzneimittel Cicloral® ist bei Einnahme nach einer fettreichen
Mabhlzeit nicht biodquivalent zur Niichterneinnahme, bei gleichzeitig erhohter Variabilitét.
Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte in die Fachinformation bzw. die Packungsbeilage von
Cicloral® ein Hinweis aufgenommen werden, der die Einnahme des Medikaments einheitlich in
bezug zu Mahlzeiten empfiehlt. Da eine gesteigerte Variabilitit der Bioverfiigbarkeit von
Ciclosporin mit einer Verschlechterung der Prognose einhergeht, ist die Applikation vor den
Mahlzeiten anzumahnen. Sollte aufgrund der dann niedrigeren Bioverfiigbarkeit eine
Dosiserh6hung notig sein, wire der wirtschaftliche Vorteil der Generikaanwendung eventuell
verloren. Fiir Generika, die Wirkstoffe enthalten, deren Pharmakokinetik bekanntermallen von
der Nahrungsaufnahme beeinflusst werden kann oder die der Gruppe der critical dose drugs
angehoren, sollte die Durchfiihrung einer Studie zur Erfassung der Nahrungsabhéngigkeit in die
Zulassungsanforderungen mit aufgenommen werden. Der angedachte Nachweis einer
individuellen Biodquivalenz bei Ciclosporin scheint aufgrund der Einzeldaten dieser Arbeit
sinnvoll. Der Einfluss von Nahrung auf die Bioverfiigbarkeit war uneinheitlich, mit zum Teil
drastischen Abweichungen der individuellen von der mittleren Bioverfiigbarkeit.

Ein entscheidender Schritt zur Verbesserung der Ciclosporin-Therapie wird die Aufklarung der
Mechanismen sein, die bei der Entstehung der unerwiinschten Wirkungen zugrunde liegen. Bei
der ciclosporininduzierten Nephrotoxizitdt schient das direkte Eingreifen von Ciclosporin in die
Regulation der Cyclooxigenasen eine wichtige Rolle zu spielen. Dariiber hinaus ist, wie auch bei
der ciclosporinbedingten Hypertonie, das Gleichgewicht zwischen vasokonstriktorischen und —
dilatatorischen Mediatoren relevant. Gerade eine effektives medikamentdses Eingreifen in die
Entstehung und Persistenz der Nephrotoxizitit konnte dazu beitragen, die Langzeitergebnisse vor
allem in der Nierentransplantation zu verbessern.

Der Einsatz der HPLC als Analysesystem ist fiir die klinische Routine zu zeitaufwendig. Die
verschiedenen, schnell und einfach zu handhabenden Radioimmunoassays (RIA) liefern jedoch
zum Teil stark schwankende Ergebnisse, die auf uneinheitliche Kreuzreaktionen mit Ciclosporin-
Metaboliten zuriickzufithren sind. Dies erschwert die Dosisfindung wie auch die
Vergleichbarkeit von Daten aus unterschiedlichen Zentren bzw. Laboratorien. Hier gilt es,
spezifischere und ausreichend schnelle Analysemethoden flir die Bestimmung der
Blutkonzentrationen von Ciclosporin zu entwickeln.
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