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Einleitung

1 Einleitung

Die Mycophenolsdure (Mycophenolic acid, MPA) wurde in der Literatur bereits 1896 beschrieben.
Sie war das erste Antibiotikum das aus einem Schimmelpilz (penicillium brevicompactum) kristal-
lisiert werden konnte. Erste Untersuchungen ergaben jedoch nur eine vergleichsweise geringe anti-
bakterielle Wirkung, hingegen eine betriachtliche Toxizitdt gegeniiber einigen pathogenen

Pilzen.* 34

1968 wurden dariiber hinaus antivirale und antineoplastische Eigenschaften der MPA
entdeckt.'” SchlieBlich deuten Ergebnisse jiingster Studien auf antiangiogenetische Effekte der
MPA hin.?* %' Klinische Bedeutung hat die MPA bis jetzt jedoch vor allem als hochpotentes
Immunsuppressivum gewonnen und ist einzig fiir die Prophylaxe akuter AbstoBungsreaktionen
nach Nierentransplantation in Kombination mit Calcineurininhibitoren und Corticosteroiden seit
1995 zugelassen.”” Gute Ergebnisse zeigten sich jedoch unter Gabe von MPA auch in der Therapie
von Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis*> oder rheumatoider Arthritis®. Die bisherige For-

schung also deckte das breite, vielfiltige Potential dieses Wirkstoffs auf, welchen es deshalb auch

in Zukunft weiter zu untersuchen gilt.

1.1 Mycophenolsiure

1.1.1 Pharmakodynamik

Mycophenolséure ist ein selektiver, nichtkompetitiver, reversibler Inhibitor der Inosinmonophos-
phatdehydrogenase (IMPDH), einem Enzym, das in der Synthese von DNA Grundbausteinen

(Nukleotiden) eine Schliisselrolle innehat.

In Lymphozyten und anderen Sadugetierzellen unterscheidet man zwei Hauptwege der Biosynthese
von Nukleotiden: die ,,de novo“-Synthese, bei der Nukleotide aus einfacheren Molekiilen zusam-
mengebaut werden, und den ,,salvage pathway*, bei dem Nukleotide bzw. Nukleotidderivate um-
gebaut und wiederverwertet werden (Abb. 1).* Im ,,de novo“-Syntheseweg entsteht zunichst aus
Ribose-5-Phosphat, einem Produkt des Pentosephosphatweges, und Adenosintriphopshat (ATP) das
5-Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat (PRPP). PRPP ist eine Vorstufe von Inosinmonophosphat (IMP),
welches in Anwesenheit der IMPDH zu Guanosinmonophosphat (GMP) wird.* PRPP wird auch im
»salvage pathway* von der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRTase) verwen-
det. Die Produktion eines ausreichenden PRPP Spiegels ist deshalb fiir die Synthese von Ribonu-
kleotiden absolut essentiell. Um den genauen Wirkmechanismus der MPA zu verstehen, muss ein

Blick auf die Regulation der Purinbiosynthese geworfen werden (sieche Abb. 1).
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DeNovo Pathway

RNA Ribose-5P + ATP RNA
Glycoprotein T PRPP Synthetase T
Synthesis -«—— Guanosine TP A | Adenosine TP
A 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) 4
Salvage Pathway
HGPRTase {
Guaning —————————= Guanosine MP - Inosine MP = Adenosine MP
PRPP IMP Dehydrogenase -
{Lesch-Nyhan) (IMPD) Adenosine Deaminase
Ribonucleotide \ (ADA) Ribonucleotide
Reductase Reductase
Mycophenolic
Acid
\
Deoxyguanosine TP -e—— Deoxyguanosine DP Deoxyadenosine DP
DNA Regulation by nucleotides of rate-limiting enzymes Deoxyadenasine TP
Enzyme Stimulation Inhibition DNA
PAPP synthetase GMP, GDP, GTP, AMP, ADP
Ribonucleotide reductase dGTP dATP

Abb. 1: Die Synthesewege der Purinbiosynthese zeigen die zentrale Position des IMP. MPA inhibiert die IMPDH und
erschopft so den Vorrat an GMP, GTP und dGTP. Zwei Schliisselenzyme in den Lymphozyten werden durch
Guanosinribonukleotide und dGTP aktiviert und umgekehrt durch AMP, ADP und dATP inhibiert.?

Zwei Schliisselenzyme werden dabei allosterisch durch die unterschiedlichen Nukleotide reguliert.
Die PRPP-Synthetase wird durch GMP, GDP und GTP aktiviert, wihrend sie durch die Adenosin-
derivate AMP und ADP gehemmt wird.*’ Sind zu viele Adenosinnukleotide in der Zelle oder fallt
der Vorrat an Guanosinnukleotiden ab, vermindert sich der Vorrat an PRPP. Ein Uberschuss an
Desoxyadenosintriphosphat (dAATP) oder eine verringerte dGTP-Konzentration drosselt die gesamt-
katalytische Aktivitdt des zweiten Schliisselenzyms, der Ribonukleotid-Reduktase. Dadurch kommt
es zu einer Absenkung der Substratmenge, die fiir die DNA-Polymerase — Aktivitit notwendig ist.**
Ausreichende Spiegel an Guanosinnukleotiden, sowie Desoxyguanosinnukleotiden also sind Vor-

aussetzung fiir die Proliferation von Lymphozyten nach mitogener bzw. antigener Stimulation.

MPA verhindert dies durch Hemmung der IMPDH.?

Zwei Eigenschaften machen MPA zu einem sehr spezifischen Hemmstoff von Lymphozyten und
damit zu einem klinisch einsetzbaren, hochpotenten Immunsuppressivum. Die IMPDH existiert in
zwel Isoformen, Typ I und Typ II. Beide werden durch MPA inhibiert, jedoch ist Typ II 4- bis 5-
mal empfindlicher gegeniiber MPA als Typ 1.*""3*7 1In proliferierenden Zellen, wie z.B. antigen-
stimulierten Lymphozyten, wird dabei die Expression der IMPDH deutlich gesteigert, jedoch ledig-

lich die fiir MPA sensitivere Isoform Typ .72
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Mitte der 90er Jahre wurden drei gro3e Studien durchgefiihrt, die die Wirksamkeit der MPA in der
Prophylaxe akuter AbstoBungsreaktionen nach allogener Nierentransplantation untersuchten.>*”*’
In allen drei randomisierten, doppel-blinden, kontrollierten Studien konnte eine signifikant bessere
Prophylaxe vor akuten AbstoBungsreaktionen gegeniiber den Vergleichsgruppen (Azathioprin- bzw.
Placebogruppe) festgestellt werden. Seither ist MPA deshalb zur Prophylaxe fiir Transplantatab-
stoBungen in Kombination mit Ciclosporin und Corticosteroiden zugelassen.'” Zulassungsiiber-
schreitende (off-label) Anwendung findet MPA jedoch auch u.a. in der Behandlung von Psoriasis,

Myasthenia gravis und Lupus Nephritis.** 1%

1.1.2 Unerwiinschte Wirkungen

Die unerwiinschten Wirkungen von MPA sind in der Regel dosisabhdngig und reversibel.
Gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Gastritiden und Magengeschwii-
re waren die hdufigsten Komplikationen, die bei Patientenstudien und unter Dauergebrauch beob-
achtet wurden.”>*>'® Im Vergleich zu den Placebogruppen traten unter MPA dariiber hinaus
hdufiger Nebenwirkungen auf, die das himatologische und lymphatische System betreffen, wie z.B.

. s : 2
Leukopenien, Andmien oder Thrombozytopenien.> %7

Als Immunsuppressivum erhoht MPA grundsétzlich das Risiko fiir bakterielle, virale und Pilz-
infektionen und steigert langfristig die Wahrscheinlichkeit an gut- und bosartigen Tumoren zu er-
kranken. (Novartis Pharmaceuticals Corporation, 2008, myfortic® Prescribing Information; Roche
Laboratories Inc., 2008, CellCept® Prescribing Information). Weitere unerwiinschte Wirkungen
umfassen Erkrankungen des Nervensystems (z.B. Kopfschmerzen, Tinnitus, Schlaflosigkeit), kar-
diorespiratorische Beschwerden (z.B. Lungenddeme, Tachykardien, ventrikulidre Extrasystolen) und
Stoffwechselstorungen (z.B. Hypercholesterindmie, Hyperglykdmie, Hypo-/Hyperkalidmie). Es
zeigte sich auBBerdem eine teratogene Wirkung auf den Fetus. Frauen im gebérfahigen Alter, die
eine Therapie mit MPA beginnen, miissen deshalb einen sicheren Kontrazeptionsschutz einhalten.
Seit kurzem wird aullerdem das Auftreten der progressiven multifokalen Leukoenzephalo-

pathie (PML) bei Nierentransplantierten mit der Verabreichung von MPA in Zusammenhang
gebracht.”* Die PML ist eine todliche, demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems,
die fast ausschlielich bei Immunsuppremierten auftritt. Sie wird durch die Reaktivierung des JC
Virus verursacht. Das Polyomavirus, das 86% aller Erwachsenen latent infiziert, wird unter
massiver Immunsuppression moglicherweise wieder aktiv und fithrt im Gehirn zu einer lytischen

Infektion der myelinproduzierenden Oligodendrozyten.'®
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1.1.3 Pharmakokinetik

Die MPA wird heute in zwei verschiedenen galenischen Formulierungen angeboten, welche zum
Teil unterschiedliche pharmakokinetische Parameter bedingen. Die beiden Praparate werden des-

halb im Folgenden getrennt besprochen.

1.1.3.1 Mpycophenolat-Mofetil
Mycophenolat-Mofetil (MMF) ist ein Morpholinoethylester der MPA und wurde 1990 entwickelt,

um die Bioverfiigbarkeit des Pharmakons zu verbessern.** Das Medikament ist derzeit unter dem
Namen CellCept® (Fa. Hoffman-La Roche AG) im Handel. Nach oraler Applikation wird das
Prodrug MMF nach der Resorption im Diinndarm durch Esterasen sofort zu MPA hydrolysiert und

ist im Plasma kaum nachweisbar (Abb. 2).!

Fms
0 OH CH,
o) i
Mycophenolate 0 7 N
mofetil o Intestine
OCH, «HCI 4
CHg
lasterase
0O OH CH,
Mycophenolic
acid o) = COOH —  +»  Blood
OCH,
CHy
B-glucuronidase T lglucuronosyl transferase
HO
HO COOH /Bile —
(o) Liver
H
cophenolic
aMgd o O CHg /
glucuronide P
o COOH Urine
OCHg4
CHy

Abb. 2: Struktur des Morpholinoethylester der MPA (MMF), MPA und seines Glucuronids, sowie seine verschiedenen
Ausscheidungswege.

In einer Studie an 12 gesunden Probanden, denen jeweils eine Dosis von 1,5 g MMF oral verab-
reicht wurde, ergab sich eine durchschnittliche Bioverfiigbarkeit von ca. 94%. Die Fliche unter der

Konzentrations-Zeit-Kurve nach 24 Stunden (AUC.,4n) betrug knapp 74 ug*h/ml. Die maximale
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Konzentration von 34 pg/ml im Plasma (C__ ) wurde dabei nach etwa 1 Stunde (tmax) erreicht. Die

mittlere terminale Halbwertszeit (t;,) von MPA betrug etwa 18 Stunden.'?

Durch UDP-Glucuronosyltransferasen in der Leber wird MPA zum inaktiven Hauptmetaboliten
Mycophenolsiure-Glucuronid (MPA-G) verstoffwechselt.”® > Mehr als 96% des MPA-G werden
iiber den Urin ausgeschieden, der Rest gelangt iiber die Galle in den Darm und verldsst mit dem
Stuhl den Korper. Aufgrund des enterohepatischen Kreislaufs kommt es nach 6 -12 Stunden zu
einem zweiten Gipfel der MPA Plasmakonzentration. Dabei wird ein Teil des mit der Galle in den
Darm transportieren MPA-G wieder zu MPA hydrolysiert und erneut in den Blutkreislauf absor-
biert."* !> Im Blut ist MPA weitestgehend an Albumin gebunden. Nur 1,25% liegen ungebunden vor
und bilden die pharmakodynamisch aktive Fraktion fiir die Hemmung der IMPDH im Organismus.
Auch MPA-G bindet mehrheitlich an Albumin und konkurriert mit MPA offensichtlich um Bin-
dungsstellen. So beobachteten Nowak et al. unter erh6hten MPA-G-Konzentrationen auch signifi-

kant erhohte Konzentrationen des freien MPA.”

Die Bioverfligbarkeit der MPA bei Patienten kurz nach Transplantation erwies sich als deutlich
geringer (30 — 50%) im Vergleich zu gesunden Probanden oder Patienten deren Transplantation
bereits linger zuriick lag (siehe Tab. 1)."°

Tab. 1: Pharmakokinetische Parameter der MPA nach Gabe einer Einzeldosis von MMF

Study group Dose (g bid) tmax (h) Chnax (Lg/ml) AUC (pg*h/ml)
Healthy volunteers 1.5 0.90 = 0.4 32.8+8.2 515+ 15.1
Renal transplants

<40 days 1.0 1.31+0.76 8.16 £4.5 27.0 +10.9
<40 days 1.5 1.21 +0.81 13.5+8.18 384+154
> 3 months 1.5 0.9+0.24 24.1 +12.1 65.0 + 35.4

1.1.3.2 Magensaftresistent iiberzogenes Mycophenolat-Natrium

Magensaftresistent iiberzogenes Mycophenolat-Natrium (enteric-coated mycophenolate sodium,
ecMPS) ist das Natriumsalz der MPA umihiillt von einem magensaftresistenten Uberzug und ist seit
2004 unter dem Namen myfortic® (Novartis AG) in Deutschland zugelassen. Das Medikament
wurde entwickelt, um durch eine verzégerte Freisetzung der MPA die gastrointestinalen Neben-
wirkungen zu verringern, die man unter MMF beobachtete.® So ist die Filmtablette auch bei einem
intragastralen pH von 5 noch stabil und wird anders als MMF nicht im Magen freigesetzt, sondern
erst bei einem noch hoherem pH-Wert, wie er im Diinndarm vorliegt.” Die freigesetzte MPA wird

nach der Absorption zum Glucuronid verstoffwechselt, wie bereits unter MMF beschrieben.
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In mehreren Studien an nierentransplantierten Patienten zeigte sich eine Biodquivalenz von MMF
und ecMPS. Den Patienten wurden jeweils diquimolare Dosen von MPA (720 mg ecMPS £

1000 mg MMF) verabreicht und es resultierten vergleichbar groie Werte fiir die AUC.%***® Dage-
gen war tmax unter ecMPS (Median 2.0 h) signifikant ldnger als unter MMF (Median 0.75 h). Die-
ser Unterschied ldsst sich durch die absorptionsretardierende Wirkung der magensaftresistenten
Formulierung erkldren.® In einer pharmakokinetischen Analyse, durchgefiihrt an 48 Nierentrans-
plantierten, konnte man unter ecMPS im Vergleich zu MMF eine hohere mittlere, systemische
MPA — Exposition (Bioverfiigbarkeit) sowie einen stirkeren Anstieg derselben nach 14, 90 und 180
Tagen beobachten. In einer weiteren Studie mit 324 Patienten, wurde kein Unterschied beziiglich
des Auftretens unerwiinschter gastrointestinaler Ereignisse oder Neutropenien zwischen MMF und
ecMPS gefunden. Hinsichtlich therapeutischer Effizienz erwiesen sich beide Substanzen als

. . 4
dquivalent.*’

1.1.4 Therapeutic Drug Monitoring

Adiquates MPA — Monitoring konnte moglicherweise sowohl das Risiko einer akuten Abstofung
als auch unerwiinschte Wirkungen verringern. Von allen messbaren pharmakokinetischen Para-
metern korrelierte in einer Reihe von Studien die Hohe der AUC,,, am besten mit dem Auftreten

: 101, 1 104
einer TransplantatabstoBung.”” *% 101: 103 10

In einer Multicenterstudie wurden 150 Patienten, die
jiingst eine Niere erhalten hatten, auf drei Gruppen verteilt, fiir die drei verschiedene MPA-AUC
Zielwerte angestrebt wurden. In der Gruppe mit der niedrigen MPA-AUC zeigte sich eine signifi-
kant hohere Inzidenz von AbstoBungsreaktionen als in mittlerer und hoher MPA-AUC Gruppe zu-
sammen. Aullerdem fiel auf, dass die MPA Konzentrationen die Zielwerte tiberschritten und im
Verlauf der 6-monatigen Studie anstiegen.'”® Weber et al. machten dhnliche Beobachtungen und
fiihrten dies auf den Abfall der MPA-Clearance zuriick.'® Das Auftreten von Nebenwirkungen
korrelierte in dieser wie auch in weiteren Studien an Erwachsenen und Kindern mit der MMF-

. 69,70,91
Dosis.

Als therapeutisches Fenster wird derzeit eine MPA-AUC 15, von 30-60 pg*h/ml empfohlen.®?
Wollenberg et al. fanden zudem eine ausgeprigte inter- und intraindividuelle Variabilitit in der
Pharmakokinetik von MMF.'® Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls fiir Therapeutic Drug Monito-
ring (TDM) unter MPA-Therapie. Nichtsdestotrotz stellt das MPA-Monitoring eine weitere Bela-
stung flir den Patienten dar und eine vollstdndige 12h-Kinetik zur Berechnung von AUC 5, ist im

klinischen Alltag nicht zu realisieren. Fiir das Standardmonitoring wird deshalb bisher der Talspie-
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gel verwendet. In einigen Studien zeigte sich jedoch, dass der Talspiegel nur schlecht oder gar nicht
mit der AUC,p, dem Risiko fiir eine akute AbstoBung oder Medikamentennebenwirkungen korre-
liert.*" %™ Vielversprechender erwiesen sich 2-3 Zeitpunktmessungen in der frithen Phase nach
MMF-Applikation.> So empfehlen Filler und Mai bei Verdacht auf eine MMF induzierte Toxizitit
oder unzureichende Immunsuppression, mit Messwerten nach 1, 2 und 6 Stunden die MPA-AUC zu
berechnen. In dieser Konstellation ergab sich die beste Korrelation (r* = 0,87) zwischen der aus drei

Punkten berechneten AUC und einer vollstindigen 12 h-Kinetik. >

Nach Auswertung dreier groBer, weltweit durchgefiihrter Studien zur Uberpriifung der Wirksamkeit
von MPA hat man sich derzeit auf eine feste Tagesdosis fiir Erwachsene von 2x 1000 mg MMF

bzw. 2x 720 mg ecMPS geeinigt.> 27,74,97

1.2 Pantoprazol

1.2.1 Pharmakodynamik

Entziindliche Magenerkrankungen sind eine hdufige Komplikation nach Organtransplantation und
folgender immunsuppressiver Therapie und werden vorwiegend mit Pantoprazol oder anderen Pro-

tonenpumpeninhibitoren (PPI) behandelt." '*

Pantoprazol ist ein irreversibler Hemmstoff der H' /K" - ATPase. Simtliche PPI sind Prodrugs, die
nach enteraler Resorption und systemischer Verteilung iiber die basolaterale Membran in die
Parietalzellen der Magenschleimhaut aufgenommen werden. Als schwache Basen (pK,=4) reichern
sie sich im sauren Milieu (pH < 4.0) der Canaliculi an. Dort werden die substituierten Benzimid-
azolderivate rasch zu einem aktiven kationischen zyklischen Sulfenamid umgewandelt. Dieses bin-
det an bestimmte Cysteinreste der katalytischen Untereinheit membransténdiger Protonenpumpen
und blockiert diese so irreversibel. Inaktive Pumpen, die sich noch im Zytosol befinden, sind davon
jedoch nicht betroffen.'® ** Die Hemmung der H/K-ATPase fiihrt initial zu einer profunden
Erhohung des intragastralen pH-Werts. Wenn die Konzentration des PPI allerdings auf seinen
Schwellenwert abgesunken ist, sind alle nachfolgend in die Zellmembran integrierten Protonen-
pumpen erneut fahig HCI zu sezernieren. Der physiologische pH-Wert im Magen wird deshalb nach
einer Einzeldosis schnell wiederhergestellt.*® Der pharmakodynamische Effekt ist dosisabhingig
und erst nach einigen Tagen und tiglicher Applikation kommt es zu einer nachhaltigen Erh6hung
des intragastralen pH-Werts. In einer Studie an 16 Probanden wurde nach 7 Tagen ein durch-

schnittlicher medianer 24h-pH-Wert von 3.1 gemessen.*** Im Vergleich zu anderen PPI wie
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Omeprazol, Lansoprazol, Esomeprazol oder Rabeprazol ergab sich unter Pantoprazol eine dhnliche

bis stirkere Saureunterdriickung.'®

In Deutschland ist Pantoprazol unter dem Namen Pantozol® (Fa. Nycomed) und seit kurzem auch
als Generikum im Handel und findet in verschiedensten sidureassoziierten Erkrankungen Finsatz,
z.B. als Bestandteil der Helicobacter pylori Eradikationstherapie, zur Behandlung der
gastrodsophagealen Refluxkrankheit und zur Prophylaxe NSAR-induzierter gastroduodenaler

Ulcera (Fachinformation Pantozol®, Fa. Nycomed).

1.2.2 Unerwiinschte Wirkungen

In einer Kurzzeit- (< 8 Wochen) sowie zwei Langzeitstudien (> 4 Jahre) wurde die tagliche orale
Applikation von 40-120 mg Pantoprazol sehr gut toleriert. Es wurden unerwiinschte Ereignisse wie
Durchfall, Kopfschmerzen, Schwindel, Juckreiz und Hautausschlag beschrieben.*® In einer deut-
schen Anwendungsbeobachtung traten bei etwa 0.7% (766 von 100134) der Patienten

Nebenwirkungen auf. Die meisten litten unter Diarrhoe, Ubelkeit oder Kopfschmerzen.**

1.2.3 Pharmakokinetik

Pantoprazol ist fiir die orale Applikation in einer magensaftresistenten Formulierung verfiigbar, um
einer vorzeitigen Zersetzung durch die Magenséure zu entgehen. Es unterliegt nur einem geringen
first-pass Metabolismus, die absolute orale Bioverfiigbarkeit betrigt 77%.* Die orale Bioverfiig-
barkeit ist hoher als die von Omeprazol und Esomeprazol und wird im Gegensatz zu diesen schon
nach der ersten Einnahme erreicht.”® In einer an 12 gesunden Probanden durchgefiihrten Pharmako-

kinetikstudie wurde nach einer Einzeldosis von 40 mg Pantoprazol per os eine mittlere C__ von

2.52 pg/ml nach 2.5 Stunden (tmax) erreicht. Die AUC betrug 4.61 pg*h/ml, die Halbwertszeit lag
bei etwa einer Stunde. Nach Verabreichung der 7. Dosis waren alle Parameter mit denen nach der
1. Dosis vergleichbar. AUC und Cy,ax stiegen linear mit einer Dosissteigerung an, tyax und ti, waren

davon jedoch unabhingig.?’

Pantoprazol wird vollstidndig in der Leber durch zwei Cytochrom P450 Isonezyme in drei verschie-

dene inaktive Metaboliten umgewandelt. Die Ausscheidung erfolgt vorwiegend iiber die Niere,

. . 4
weniger als 20% iiber den Faeces.”’ Ora appliziertes Pantoprazol zeigte keinen Einfluss auf die

Plasmakonzentrationen von Ciclosporin oder Tacrolimus. Auch mit einer Reihe anderer Substanzen

18, 65
wurden keine klinisch relevanten Interaktionen beobachtet.
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2 Arbeitshypothese und Zielsetzung

Entziindliche Magenerkrankungen stellen eine hdufige Komplikation nach Transplantation und
nachfolgender immunsuppressiver Therapie dar. Zur Prophylaxe und Behandlung werden heute

. . . . 19,102
iiberwiegend Protonenpumpenhemmer, wie Pantoprazol, eingesetzt.'” '’

In einer retrospektiven
klinischen Studie mit Nierentransplantierten, die mit Tacrolimus, Mycophenolat-Mofetil und Lan-
soprazol oder Rabeprazol behandelt wurden, zeigte sich eine erniedrigte Bioverfiigbarkeit von MPA
in der Lansoprazol-Gruppe insbesondere bei Patienten, die Lansoprazol langsam metabolisierten,

was auf die stirkere sdurehemmende Wirkung von 30 mg Lansoprazol zuriickgefiihrt wurde.®

Basierend auf diesen Beobachtungen, formulierten wir die Arbeitshypothese, dass der durch die
Lansoprazol erhohte intragastrale pH-Wert die Erniedrigung der Bioverfiigbarkeit von MPA
verursacht hatte, sodass das bei hoherem pH-Wert schlecht wasserldsliche Mycophenolat-Mofetil
(CellCept®) im Magen nicht freigesetzt wurde. Die magensaftresistenten Tabletten von

Mycophenolat-Natrium (myfortic®) sollten von dieser Interaktion nicht betroffen sein.

- In einem ersten in-vitro Versuch sollte deshalb die Freisetzung und Auflésung von
Mycophenolat-Mofetil bzw. Mycophenolat-Natrium aus CellCept® bzw. myfortic® bei unter-

schiedlichen pH-Werten untersucht werden.

- Zur weiteren Uberpriifung der Hypothese, sollte die Bioverfiigbarkeit von MPA im Rahmen
einer Studie an gesunden Probanden nach Applikation von CellCept® bzw. myfortic® jeweils

alleine und unter Komedikation von Pantoprazol untersucht werden.

- Zusitzlich sollte im Plasma neben der Muttersubstanz MPA auch der inaktive Hauptmetabolit
MPA-Glucuronid bestimmt werden, da bekannt ist, dass auch die Bioverfiigbarkeit des Meta-

boliten durch eine Komedikation, z.B. Corticosteroiden beeinflusst werden kann.!”

- Um zu dokumentieren, dass bei beiden Studien vergleichbare Plasmakonzentrationen von Panto-
prazol vorgelegen hatten, sollten zusitzlich die pharmakokinetischen Parameter von Pantoprazol

bestimmt werden.
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3 Probanden, Materialien und Methoden

3.1 Freisetzung von Mycophenolat-Mofetil aus CellCept® und
Mycophenolat-Natrium aus myfortic® Tabletten

3.1.1 Reagenzien und Medikamente

Folgende Medikamente wurden von der Apotheke des Universitdtsklinikums Regensburg bezogen:

Medikation Formulierung und Wirkstoffgehalt Inhaber der Zulassung
CellCept® I Tablette enthdlt 500 mg Mycophenolat- Fa. Roche Registration Limited, 6 Fal-
Mofetil, entspr. 360 mg Mycophenol- con Way, Shire Park, Welwy Garden
sdure City, AL7 1TW, UK.

Ch.B.: M1772, verw. bis: 05/2010
myfortic® 1 magensaftresistente Filmtablette ent- Fa. Novartis Pharma GmbH, Roon-

hdlt 360 mg Mycophenolsdure strasse 25, 90429 Niirnberg
Ch.B.: S0239, verw. bis: 06/2010

Die Standard-Laborchemikalien (Phosphorsédure, Natriumphosphat, Essigsdure, Natriumacetat u.a.)
wurden von der Fa. E. Merck, Darmstadt, bezogen und waren von p.A. Qualitit. Wasser wurde iiber

eine Milli-Q-Vierfach-Wasseraufbereitungsanlage (Fa. Millipore, Neu Isenburg) aufgereinigt.

Die Pufferlosungen wurden durch Mischen folgender Komponenten hergestellt:

pH Losung A Losung B

1.0 0.1 M Salzsdure -.-

2.0, 3.0 0.1 M Phosphorsdure 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat
4.0, 4.5, 5.0, 5.5 0.1 M Essigsdure 0.1 M Natriumacetat

6.0, 7.0 0.1 M Natriumdihydrogenphosphat 0.1 M Dinatriumhydrogenphosphat

Die Feineinstellung des Puffers erfolgte mit 85% Phosphorséure, Eisessig, 10 M NaOH oder der

geeigneten Pufferlosung.

3.1.2 Gerite
pH-Meter: InoLab 720, Fa. WTW, 82382 Weilheim
Freisetzungsapparatur: Sotax AT7, Fa. Sotax, Basel/Switzerland mit Blattriihrer

Fotometer: MiniUV 1240, gesetzt auf 305 nm, Fa. Shimadzu, Duisburg

3.1.3 Durchfithrung
Die Durchfiihrung erfolgte gemdll EuAB, 5. Ausgabe, Grundwerk 2005. Zunédchst wurden Appara-
tur und darin enthaltener Puffer auf 37.0°C temperiert, wobei eine Uber- bzw. Unterschreitung von

0.5°C toleriert wurde. Jedes Gefdll wurde nun mit 900 ml der Pufferlosung befiillt und die Paddles
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mit 50 Umdrehungen/min (rounds per minute, rpm) in Bewegung gesetzt. Nachdem sich die ge-
wiinschte Temperatur von 37°C eingestellt hatte, wurde je 1 Tablette eines Préaparats in 3 Gefédlle
jeweils im Abstand von 15 Sekunden eingebracht und die Stoppuhr gestartet. In geeigneten zeit-
lichen Abstinden wurde anschliefend mit einer 10 ml Pipette eine 3 ml Probe genommen. Das
untere Ende der Pipette lag dabei ca. 1 cm iiber dem Riihrblatt. Das entnommene Probevolumen
wurde nicht ersetzt. Die Probe wurde mittels einer 5 ml Spritze durch einen Sterilfilter in ein 4.5 ml
PPN-Ro6hrchen filtriert und die Extinktion bei 305 nm gemessen. Lag die Extinktion {iber 1.0 AU
(absorption unit) so wurde mit dem Inkubationspuffer 1:5 verdiinnt. Der Endwert einer 1:5-Verdiin-

nung nach vollstindiger Freisetzung und Auflésung lag bei 1.1 AU.

3.2 Bestimmung von Pantoprazol im Serum mit Hilfe der HPLC

Pantoprazol kann im Plasma empfindlich mit Hilfe der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(high perfomance liquid chromatography, HPLC) und photometrischer Detektion bei 290 nm be-
stimmt werden. Hierfiir wurde eine HPLC-Methode entwickelt, die sich an bereits publizierte Me-

81, 82, 111

thoden anlehnt. Das Plasma der Probanden wurde vor der Injektion mit Acetonitril entei-

weilit, Omperazol wurde als Interner Standard verwendet (Abb. 3).

F.__O ﬁ' 0 o/ \o -0 N %
‘r / S N
A= avs S ie
N— o

Pantoprazol Omeprazol (Interner Standard)

Abb. 3: Chemische Strukturen von Pantoprazol und Omeprazol (Interner Standard).

3.2.1 Materialien

Allgemeine Laborgerite

Megafuge 1.0R, Fa. Thermo, Osterode

Hettich Mikro 22, Fa. Hettich, Tuttlingen

REAX 2000 Mixer (Vortex Typ), Fa. Heidolph, Kelheim

REAX 2 Mischer (Uber-Kopf-Schiittler), Fa. Heidolph, Kelheim
Finnpipette digital, Fa. VWR, Darmstadt

Eppendorf-Multipette, Fa. VWR, Darmstadt

Brand-Dispensette, Fa. VWR, Darmstadt

11
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Substanzen

Omeprazol-ratiopharm NT 40 mg: 1 Durchsteckflasche enthélt 44.19 mg Pulver, entspr. 42.6 mg
Ome-Na, entspr. 40 mg Omeprazol (sonstige Bestandteile Na-EDTA, NaOH); ChB: 74718; verw.
07/2009 (Ratiopharm, Ulm)

Pantozol®-Na-Sesquihydrat; ChB: 038514000, MatNr. 2926702; freigegeben bis 08.08.2009
(Nycomed, Konstanz)

Chemikalien

Methanol und Acetonitril HPLC-grade, Fa. Baker, GroB3-Gerau

Sonstige Chemikalien, alles p.A., Fa. E. Merck, Darmstadt

Wasser gereinigt tiber Milli-Q-Vierfach Wasseraufbereitungsanlage, Fa. Millipore, Eschborn

3.2.2 Stammlosungen und Verdiinnungen

Losemittel

Als Losemittel zur Herstellung der Stammldsungen und Verdiinnungen diente eine Mischung aus
Methanol und Wasser, pH 10 (50:50, v/v). Der Interne Standard Omeprazol ist nur in basischem
Milieu stabil. Deshalb wurden bei der Herstellung zunédchst 125 ml Wasser mit 50 pl Triethylamin
alkalisiert, die Losung anschlieBend mit 1M HCI auf einen pH-Wert von 10 titriert und schlieBlich
125 ml Methanol zugefiigt (MW5050-10)*. Aus Griinden der Einheitlichkeit wurde fiir Pantoprazol

das gleiche Losemittel verwendet.

Stammldsungen

Zur Erstellung der Omeprazol Stammldsung (Omeprazol 800 pg/ml) wurde der Inhalt eines Infu-
sionsfldschchens mit 40 mg Omeprazol als Natriumsalz ad 50 ml in einem Messkolben mit
MWS5050-10 geldst.

Aus 28.2 mg Pantoprazol-Na-Sesquihydrat gelost in 25 ml MWS5050-10 ergab sich die Pantoprazol
Stammldsung (Pantoprazol 1000 pg/ml).

Aliquots der Stammldsungen zu je 600 pl wurden bei -20°C gelagert, nur einmal aufgetaut und die

Reste verworfen.

Verdiinnungsreihe

Zum Erstellen der Verdiinnungsreihe wurde die Pantoprazol Stammldsung zunédchst mit

MWS5050-10 auf 7 intermedidre Losungen vorverdiinnt (200, 100, 40, 20, 10, 4 und 2 ug/ml). Nach

12
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Zugabe von humanem Leerplasma im Verhéltnis 20:1 ergaben sich dann entsprechende Konzentra-

tionen der Standardreihe (10, 5, 2, 1, 0.5, 0.2 und 0.1 pg/ml).

Kontrollen und Standards

Leerplasma dotiert mit 5 pg/ml Pantoprazol (KA) oder 0.5 pg/ml Pantoprazol (KB) wurden als
Kontrollen mitgefiihrt. Als Standard diente eine Losung mit 2 pg/ml Pantoprazol in Plasma.

Die Vorverdiinnungen fiir Kontrollen und Standards wurden separat aus der Pantoprazol Stamm-
16sung hergestellt und dann mit humanem Leerplasma im Verhiltnis 1:20 gemischt. Kontrollen und

Standards wurden gleich fiir mehrere Assays angesetzt und bis zur Analyse bei -20°C eingefroren.

Interner Standard

Omeprazol war als Interner Standard Bestandteil jeder Probe. Dazu wurden 125 pl der Omeprazol

Stammlosung (800 pg/ml) ad 50 ml im Messkolben mit MW5050-10 auf 2 pg/ml verdiinnt.

Referenzstandard

100 pl Pantoprazol (10 pg/ml) gemischt mit 500 pl Internem Standard (Omeprazol, 2 pg/ml) und
400 pl MW5050-10 ergaben den Referenzstandard Ome/Panto 1/1 pg/ml.

13
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3.2.3 Chromatographisches System

Fiir die Analyse des Plasmas wurde folgendes chromatographisches System verwendet:

Apparatur: Pumpe LC 10AS oder 10ATvp, Autosampler SIL-10A, UV-Detektor SPD 10A oder
10AV, Steuer-/Auswertesystem CBM-20A/LCsolution (alles Fa. Shimadzu, Duis-
burg), Sdulenofen ERC 125 (Fa. ERC, Riemering).

Saule: Synergi Max RP, 150x4.6 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)

Temperatur:  35°C

Eluent: 620 ml 10 mM NH4OAc, pH = 6.0, 380 ml MeCN, pH,. = 6.4
Anm.: Der Anteil Puffer wurde nach den ersten Analysen geringfiigig erhoht, um

eine bessere Abtrennung anfanglich auftauchender schlecht abgetrennter Peaks zu

erreichen.
FluB: 1 ml/min (90 bar)
Retentions-  Ome 3.8 min, Panto 4.5 min

zeit:

Detektion: UV bei 290 nm

LOD: ca. 100 pg ,,on column*
LOQ: 50-80 ng/ml

Nachweisgrenze on column (LOD)

Aus der Stammldsung wurde mit MWS5050-10 eine Verdiinnung von Pantoprazol 25 ng/ml her-
gestellt. Aliquots von 5-20 pl wurden in das HPLC-Gerit injiziert, das Signal-Rausch-Verhéltnis

manuell bestimmt und daraus die ,,Nachweisgrenze on column* (S/N = 3/1) berechnet.

Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die Bestimmungsgrenze wurde als Konzentration definiert, bei der das Signal-Rausch-Verhiltnis
(S/N) 10:1 betrug. Sie wurde durch Ausmessen der Signale von Proben mit geringer Konzentration

berechnet.

3.2.4 Probenvorbereitung

Die Plasmaproben wurden bis zur Analyse bei -65°C autbewahrt und vor der Analyse in Eiswasser
aufgetaut. Die Rohrchen wurden gevortext (REAX) und bei 4°C fiir 2 min bei 11000 rpm (Hettich
Mikro 22) zentrifugiert. 100 ul des Plasmas wurden in 1.5 ml-Eppendorftubes vorgelegt und wei-
tere 100 ul Interner Standard (2 mg/l Ome in MW5050-10) mit einer Multipette hinzupipettiert.

14
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Zum Austillen des Eiwei3es wurden 200 pul Acetonitril (Brand Dispensette) zugegeben. Die Proben
wurden erneut 2 Sekunden gemischt und fiir 15 min bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert. Nach drei-
miniitiger Zentrifugation bei 11000 rpm (Hettic Mikro 22) wurden 150 ul des Uberstandes in
HPLC-Minivials abpipettiert und davon 10-20 pl injiziert.

Um eventuelle ,,Systempeaks* zu erkennen und zu identifizieren wurde in jedem Assay ein Leer-
plasma mitgefiihrt, drei Standards zur Kalibrierung und je zwei Kontrollproben in hoher und niedri-

ger Konzentration.

3.2.5 Auswertung

Die Auswertung der chromatographischen Peaks erfolgte iiber die LCSolution Software (Fa. Shi-
madzu, Duisburg). Die Peakhdhen und -flichen wurden in Excel® iibertragen und nach der Me-
thode des Internen Standards iiber die Hohen ausgewertet.

Da die Auswertung iiber die Peakfldchen und Peakhohen zum gleichen Ergebnis fiihren sollten,
wurden iibereinstimmende Werte zwischen beiden Auswertemethoden gleichzeitig als Indiz dafiir

gewertet, dass keine Fehler bei der Dateniibertragung aufgetreten waren.

3.3 Bioverfiigbarkeit von CellCept® bzw. myfortic® alleine und bei
Komedikation von Pantoprazol bei gesunden Probanden

3.3.1 Studiendesign
Es handelte sich um eine offene, vergleichende, monozentrische, randomisierte, pharmakokineti-

sche cross-over Studie.

3.3.2 Ethik und ,,Good clinical practice*

Die Priifung wurde in Ubereinstimmung mit §§ 40, 41 AMG 11 iiber den Schutz des Menschen bei
der klinischen Priifung und geméfB den Empfehlungen der Deklaration von Helsinki (zuletzt revi-
diert in Edinburgh, Schottland, Oct 2000) durchgefiihrt. Die Priifung wurde vor Beginn durch das
Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) genehmigt und durch die Ethik-
Kommission des Klinikums der Universitdt Regensburg zustimmend bewertet. Gemal den gesetz-
lichen Bestimmungen wurde eine Probandenversicherung abgeschlossen. Die Probanden gaben
nach der medizinisch und ethisch notwendigen und einer ihrem Verstdndnis angemessenen Aufkla-

rung iiber Wesen, Bedeutung und Tragweite der klinischen Priifung durch den Priifarzt ihre Einwil-
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ligung schriftlich. Die Einverstidndniserkldrungen verbleiben im Besitz des Studienleiters, der die

Unterlagen mindestens 10 Jahre aufbewahrt.

Die Ubertragung von Probandendaten erfolgte durch den Studienleiter bzw. durch eine von ihm er-
méchtigte Person, die der drztlichen Schweigepflicht unterlag, in vollstdndig anonymisierter Form

in die Case Report Forms (CRF, Priifbogen).

3.3.3 Medikation
Im Rahmen der Studie wurden folgende Priifpraparate verwendet:

Medikation Formulierung und Wirkstoff- Inhaber der Zulassung
gehalt

CellCept® | Tablette enthdlt 500 mg Myco-  Fa. Roche Registration Limited, 6 Falcon Way,
phenolat-Mofetil, entspr. 360 mg  Shire Park, Welwy Garden City, AL7 1TW, UK.

Mycophenolsdure Ch.B.: M1772, verw. bis: 05/2010

myfortic® 1 magensaftresistente Fa. Novartis Pharma GmbH, Roonstrasse 25,
Filmtablette enthdlt 360 mg 90429 Niirnberg
Mycophenolsdure Ch.B.: 80239, verw. bis: 06/2010

Pantozol® 1 magensaftresistente Tablette Nycomed GmbH, Byk-Gulden-Str. 2, 78467
enthdlt Konstanz
40 mg Pantoprazol Ch.B.: 374086, verw. bis: 09/2010

Die Priifmedikation wurde iiber die Apotheke des Universitdtsklinikums Regensburg bezogen. Das
Konzept der Studie gestattete, dass die Verpackung und Kennzeichnung der Handelsware nicht zu
Studienzwecken verdndert werden musste. Eine besondere Kennzeichnung der Priifpriparate nach
§5 GCP-V entfiel. Die Priifmedikation wurde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur in einem abge-
schlossenen Schrank gelagert, zu dem nur der Priifarzt oder eine berechtigte Person Zugang hatte.
Empfang, Verwendung und Verbleib der Priifmuster wurden vom Priifer im Priifmusterbogen do-
kumentiert. Priifmuster, die im Rahmen der Studie nicht verwendet wurden, wurden nach Studien-

ende vernichtet.

Dokumentation

Zum Zwecke einer genauen Dokumentation wurden Dosierung und Verabreichungszeitpunkt
(Tag/Monat/Jahr/h:min) der Priifmedikation in die Priifbdgen (CRF) eingetragen. Die Einnahme der
Priifmedikation erfolgte in Anwesenheit des klinischen Priifers oder eines fiir die Untersuchung
verantwortlichen Mitarbeiters. Die Einnahme von Pantozol®, die z.T. aullerhalb des Priifzentrums

erfolgte, wurde von den Probanden in einem Tagebuch protokolliert und dann entsprechend in die
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CRFs iibernommen. Die Uberpriifung der Compliance erfolgte durch Auszihlen der Restmedika-

tion.

Belastungsschema

Pro Teilstudie erhielten die Probanden eine Dosis von 40 mg Pantozol® zweimal tdglich beginnend
4 Tage vor dem Kinetiktag. Die letzte Applikation erfolgte am Morgen vor der Einnahme von
CellCept® bzw. myfortic®. Je die Hélfte der Probanden nahm Pantozol® vor dem ersten Kinetik-
tag bzw. vor dem zweiten Kinetiktag ein. Zwischen zwei Kinetiktagen wurde eine Auswaschphase
von einer Woche, zwischen beiden Teilstudien ein Intervall von 3 Wochen eingehalten. Die Ge-
samtdosis von Pantoprazol in jeder Teilstudie war 9x 40 mg, die von MPA in jeder Studienperiode
720 mg, d.h. 2 Tabletten CellCept® a 500 mg MMF bzw. 2 magensaftresistente Filmtabletten
myfortic® mit je 360 mg ecMPS.

3.3.4 Probandenselektion

Die Studie war allen Interessierten offen, die die Ein-/Ausschlusskriterien erfiillten. Am Lehrstuhl
fiir Pharmakologie der Universitidt Regensburg wurde eine Probandendatei gefiihrt. Zudem wurde
am Schwarzen Brett innerhalb der Universitét auf die Studie aufmerksam gemacht. Die Fragestel-
lung war geschlechtsunabhingig. Es konnten Personen beiderlei Geschlechts teilnehmen. Unter-
schiede in den Geschlechtern in Bezug auf die Pharmakokinetik und Vertriglichkeit waren nicht zu

erwarten.

Einschlusskriterien

- Mainnlich oder weiblich

- 18 bis 45 Jahre

- gesund

- schriftliche Einverstindniserklarung der Probanden

- BodymaBindex innerhalb des vorgegebenen Bereichs (18-26 kg/m?)

Ausschlusskriterien

- Teilnahme an klinischen Studien innerhalb eines Zeitraumes von 4 Wochen vor Verabreichung der
Studienmedikation

- Fettleibigkeit oder Magersucht

- Blutspende oder dhnlicher Blutverlust innerhalb von 2 Monaten vor Studienbeginn

- Anamnestisch bekannte Uberempfindlichkeit gegen eines der Priifpriiparate oder Arzneistoffe mit dhnli-
cher chemischer Struktur bzw. gegen einen der sonstigen Bestandteile der Priifpraparate

- Probanden, die in den letzten 2 Wochen vor Beginn der Studie regelméfig Medikamente eingenommen
haben, die eine Enzyminduktion bewirken

- Probanden, die innerhalb der letzten 10 Halbwertszeiten vor Beginn der Studie regelméfig Medikamente
eingenommen haben, die eine Enzyminhibition bewirken

- Gleichzeitige Einnahme jeglicher Medikation (ausgenommen orale Kontrazeptiva)

- Probanden mit klinisch relevant von der Norm abweichenden Laborwerten
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- Probanden, bei denen durch gastrointestinale Storungen die Resorption beeintrachtigt sein kdnnte

- Schwangerschaft und Stillzeit

- Probanden mit spezieller Diét (z.B. strenge Vegetarier)

- Medikamenten-, Drogen-, Alkoholmissbrauch in der Vorgeschichte

- Nikotin- oder Alkoholabusus

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

- Unzureichende Kooperation mit dem klinischen Priifer (z.B. Verdacht auf ,,non-compliance®)

- Vorliegen eines geistigen Zustandes, der es dem Betreffenden nicht moglich macht, das Wesen der Prii-
fung, deren Tragweite und moglichen Folgen zu verstehen

3.3.5 Laborbefund

Die im Priifplan festgelegten Serum- und Urinparameter wurden vor Beginn und nach Ende der
Studie bestimmt. Die laborchemischen Untersuchungen wurden durch das Institut fiir Klinische
Chemie des Universitatsklinikums Regensburg durchgefiihrt, die Untersuchung des Urins am Lehr-
stuhl fiir Pharmakologie der Universitit Regensburg. Eingeschlossen wurden nur Versuchsteilneh-
mer mit Laborparametern im Normalbereich oder nach Urteil des Arztes klinisch nicht relevanten

Abweichungen.

3.3.6 Durchfithrung der Studie

Die Studie wurde von Juni 2008 bis August 2008 am Lehrstuhl fiir Pharmakologie der Universitit
Regensburg durchgefiihrt. Bei jedem Studienteilnehmer wurde innerhalb von 2 Wochen vor einer

Teilpriifung eine Vorselektionierung vorgenommen, um geeignete Probanden in die Untersuchung

aufzunehmen.

Das Screening umfasste folgende Maflnahmen:

- Korperliche Untersuchung und medizinische Anamnese einschlieBlich Alter, Geschlecht und
ethnischer Zugehorigkeit

- Korpergrofe und Korpergewicht

- Blutdruck und Herzfrequenz (Messung im Sitzen)

- EKG

- Kleines Blutbild (Hdmoglobin, Himatokrit, Leukozyten, Thrombozyten)

- Blutchemischer Status (Na+, K+, Harnsdure, Cholesterin, Triglyceride, Kreatinin, Gesamtbiliru-
bin, GOT, AP, y-GT)

- Urinstatus mit Combur-10-Test® (Dichte, Leukozyten, Nitrit, pH, Protein, Glucose, Ketonkor-
per, Urobilinogen, Bilirubin, Blut)

- Drogen-Screening (Opiate, Cannabinoide, Benzodiazepine, Amphetamine)

- Schwangerschaftstest (bei weiblichen Probanden)

- Probandenbefragung, Feststellung der Ein- und Ausschlusskriterien. Hierbei sollte nochmals auf
Rauchgewohnheiten, Kaffee- und Teekonsum, Alkoholkonsum und spezielle Didten (strenge
Vegetarier) geachtet werden
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Die fiir die Voruntersuchung ausgewéhlten Probanden erhielten in der Reihenfolge ihres Erschei-
nens eine fortlaufende Probandennummer. Nach Aufnahme in die Studie erhielten die Probanden
eine Randomnummer (RdmNr.) gemifl dem Randomplan. Ersatzprobanden sollten das Belastungs-
schema des Probanden erhalten, den sie ersetzten. Die RdmNr. erschien auf allen Seiten des Priif-
bogens, auf der Packung der Priifmedikation sowie auf allen Probengefdflen des jeweiligen Proban-

den.

Tab. 2 gibt einen Uberblick iiber den zeitlichen Ablauf einer Teilstudie.

Tab. 2: Ablauf einer Teilstudie im Uberblick

Screening Periode 1 Periode 2

-14 bis-7  -4bis-1 0 1 2 3bis6 7 8 9
Einverstindniserklirung X
Medizinische Untersuchung X
EKG X
Blut-/Urinanalyse X
Drogen-Screening X
Ein-/Ausschlusskriterien X X X
Begleitmedikation X X X X X X X
Vitalzeichen (RR/HF) X X X
Interkurrente Evkrankung X X X X
Applikation MMF bzw. ecMPS" X X
Applikation Pantozol® ? X) x)” X) (X)
Blutentnahme fiir Kinetik X X X X X X
AE s x) ? X X x w?Y x x X

1) CellCept® bzw. myfortic®

2) Bei jeweils der Hilfte der Probanden vor Periode 1 bzw. vor Periode 2

3) Vor Applikation (0) und nach 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,4, 5, 6, 8, 10,12, 24, 34, 48 h
4) Bei der jeweiligen Pantoprazol-Gruppe

Primedikation mit Pantoprazol

Jeweils die Hélfte der Probanden nahm, beginnend am Tag 4 vor Kinetiktag 1 (erster Priiftag) bzw.
Kinetiktag 2 (zweiter Priiftag) 1 Stunde vor dem Friihstiick und dem Abendessen 1 Filmtablette mit
40 mg Pantoprazol ein. Im Einzelfall konnte die Medikation auch zwei Stunden nach dem Essen
eingenommen werden, ausgenommen am Kinetiktag. Die Einnahme- und die Essenszeiten wurden
dokumentiert. Sofern im Einzelfall die Medikation nicht vor dem Essen eingenommen werden
konnte oder vergessen wurde, sollte die Einnahme 2 Stunden nach dem Essen erfolgen. Erfolgte
auch diese Einnahme nicht, dann sollte diese Dosis ausgelassen werden. Die letzte Applikation
erfolgte am Morgen zu Hause vor dem Verlassen der Wohnung, etwa eine knappe Stunde vor der

Einnahme von CellCept® bzw. myfortic®.
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1. Priifperiode
Tab. 3 zeigt den Ablauf eines Kinetiktages.

Tab. 3: Detaillierter Ablauf und Blutabnahmezeitplan eines Kinetiktages

Messpunkt Toleranz  Blutprobe  Weitere Untersuchungen/Aktivitdten
Nr. t(h) (+/-min) (~4ml)

Erscheinen der Probanden im Institut, Legen der Ver-

0 <05 X weilkaniile, Leerprobe
-- 0 Applikation CellCept® bzw. myfortic®
1 0,5 3 X
2 1 3 X
3 L5 3 X
4 2 3 X
Friihstiick (standardisiert)
5 2,5 3 X
6 3 5 X
7 4 5 X
8 5 10 X
Mittagessen (standardisiert)
9 6 10 X
Nach ca. 7-8 h kleiner Snack
10 8 10 X
11 10 10 X
Abendessen (nicht standardisiert)
12 12 10 X
13 24 20 X
14 34 60 X
75 48 60 b Nachuntersuchung am Ende des 2. Kinetiktages jeder

Teilstudie

Die Probanden kamen niichtern am jeweiligen Kinetiktag gegen 7 Uhr (Teilstudie I) bzw. 6:30 Uhr
(Teilstudie II) ins Studienzentrum. Die Probanden der Pantozol®-Gruppe hatten am Studientag die
letzte Tablette Pantozol® unmittelbar vor Verlassen ithrer Wohnung eingenommen (ca. 30 min frii-
her). Es wurden Ein-/Ausschlusskriterien, interkurrente Erkrankungen, unerwiinschte Ereignisse
(adverse event, AE) und Begleitmedikation abgefragt und kontrolliert. Allen Probanden wurde eine
Verweilkaniile in eine Armvene eingebracht und ca. 4 ml Blut entnommen (Blutprobe 0). Darauthin
erfolgte die Applikation der Priifmedikation mit 240 ml Wasser geméaf3 Protokoll (2 Tabl.
CellCept® 500 mg bzw. 2 Tabl. myfortic® 360 mg) gegen 7:30-8:00 Uhr. Die Probanden mussten

bis 1 h nach Einnahme eine aufrechte Korperhaltung beibehalten.
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Nach 2 Stunden wurde den Probanden ein fettarmes Standardfriihstiick gereicht, bestehend aus ca.
250 ml Friichtetee, 2 Brotchen, 25 g Butter und ca. 50 g Marmelade. Entsprechend den unter-
schiedlichen Korpergewichten und Essensgewohnheiten der Probanden durfte die Menge Brotchen
von 1.5 bis 2.5 Stiick schwanken. Der jeweilige Proband war aber gehalten, die aufgenommene

Nahrungsmenge an jedem Untersuchungstag strikt gleich zu halten.

Nach 5 Stunden erhielten alle Probanden ein standardisiertes Mittagessen (Pizza mit Wurst- oder
Schinkenauflage). Nach 7-8 Stunden wurde den Probanden ein kleiner Imbiss in Form von Geback
und Friichtetee angeboten, nach 10 Stunden ein Abendessen, das nicht standardisiert war. Zwischen

Fruhstiick und Abendessen sollten die Probanden mindestens 1-1.5 1 Mineralwasser trinken.

Am Vorabend eines Priiftags ab 22 Uhr, am Priiftag und am folgenden Morgen bis zur 24-h-Blut-
entnahme waren Rauchen, alkohol- oder koffeinhaltige Getrdnke nicht erlaubt. Die Einnahme von
zusitzlicher Fliissigkeit war 0.5 h vor bis 1 h nach Einnahme der Priifmedikation am Kinetiktag

nicht gestattet.

Auswaschphase

Die Tage 1-6 dienten als Auswaschphase fiir die Priifmedikation. Wahrend der gesamten Priifung
waren die Probanden gehalten, einen normalen Tagesrhythmus einzuhalten und iibermiBigen Alko-

holgenuss zu meiden.

2. Priifperiode
An Tag 7 (2. Kinetiktag) wiederholte sich der Ablauf von Tag 0. Bei der letzten Blutentnahme wur-

den zusétzlich ca. 10 ml Blut sowie eine Urinprobe fiir die klinisch-chemische Nachuntersuchung

genommen. Danach war die Teilstudie beendet.

Zwischen Teilstudie I (CellCept®) und Teilstudie II (myfortic®) lag ein Intervall von 3 Wochen.

3.3.7 Probennahme

Die Blutentnahmen erfolgten mit Hilfe EDTA dotierter Rohrchen (4.5 ml EDTA Monovette®, Fa.
Sarstedt, Niimbrecht) aus einer Armvene am Ellenbogen oder Unterarm entsprechend dem Blutab-
nahmezeitplan (siehe Tab. 3). Die Entnahme erfolgte am Kinetiktag bis 12 Stunden aus einer Ver-

weilkaniile, sonst durch Punktion. Nach der Entnahme wurde die Verweilkaniile mit 1-2 ml physio-
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logischer Kochsalzlosung (1 % an Liquemin® N 25000, Fa. Roche, Grenzach-Whylen) gespiilt, um

ein Verstopfen der Kaniile zu vermeiden.

Um die Blutabnahmen nicht minutids eintragen zu miissen, wurde eine Toleranz zwischen Soll-Zeit
und Ist-Zeit der Blutabnahmen eingefiihrt, die sich am Abstand zur Einnahme der Medikation, dem
Abstand zwischen benachbarten Messzeiten und der geschétzten Steigung der Blutkonzentrations-
Zeit-Kurve orientierte (vgl. Tab. 3). Lag der Blutabnahmezeitpunkt (Ist-Zeit) innerhalb der Tole-
ranz, so wurde die Abnahme nur durch Abhaken dokumentiert. Lag er au3erhalb, so wurde die Ab-
weichung von der Soll-Zeit in Minuten dokumentiert. Die Toleranzgrenzen waren so eng bemessen,
dass Versto3e gegeniiber der Soll-Zeit innerhalb der Toleranz auf keinen Fall messbare Auswirkun-

gen auf die pharmakokinetischen Parameter (Cpax, tmax, AUC) haben konnten.

3.3.8 Datenmanagement; Kennzeichnung, Handhabung und Lagerung der Proben

Alle Daten wurden manuell in Quelldatenblétter oder direkt in die CRFs eingetragen und von dort
nach Beendigung der Datenerhebung in tabellarischer Form zusammengestellt. Nach Ubertragen
von einem in ein anderes Dokument wurden die Daten kontrollgelesen. Die Eintragungen der CRFs
wurden stichprobenweise von den Unterzeichnenden des Berichts auf Vollstdndigkeit und Richtig-

keit im Vergleich zu den Originaldaten iiberpriift.

Die entnommenen Blutproben wurden zentrifugiert und das Plasma in beschriftete Rohrchen ge-
fiillt. Die Proben wurden am Kinetiktag bei -25°C und dann bis zum Versand in das Analysenlabor

nach maximal 2 Wochen bei - 65°C aufbewahrt. Der Versand erfolgte in Trockeneis.

Die Beschriftung der Probenréhrchen enthielt den Studiencode (MPA-BV-1/1 fiir Teilstudie | bzw.
MPA-BV-1/2 fiir Teilstudie II, die Probanden- und Probennummer, z.B. 1.2 (= Proband 1,
Probe 2)). Fiir die jeweilige Priifperiode 1 wurden weil3e, fiir die Priifperiode 2 rote Etiketten

verwendet.

3.3.9 Analytik von Mycophenolsiure und Mycophenolsiure-Glucuronid

MPA und MPA-G wurden nach einer publizierten HPLC-Methode’® bestimmt am Klinikum-
Stuttgart, Katharinenhospital, Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Kriegsbergstr. 60, D-70174 Stuttgart. Die Bestimmungsgrenze war 50 ng/ml fiir MPA und 1 pg/ml
fiir MPA-G.
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3.3.9.1 Pharmakokinetische Berechnung
Die pharmakokinetischen Parameter von MPA und MPA-G wurden modell-unabhingig individuell

aus den Plasmakonzentrationen aller Probanden ermittelt. Die maximalen Plasmakonzentrationen
(Cax) und der zugehorige Zeitpunkt (tmax) wurden direkt aus den gemessenen Werten abgelesen.
Die Eliminationshalbwertszeit (t;2) wurde durch log-lineare Regression iiber die terminalen Kon-
zentrations-Zeitpunkte berechnet. Es wurden die Messwerte ab dem Zeitraum 8-12 Stunden ver-

wendet.

Die Berechnung der Fliache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) erfolgte mittels Tra-
pezregel-Integration bis zum letzten Zeitpunkt (tast), an dem messbare Konzentrationen gefunden
wurden (AUC;). Die Berechnung der Restflache (AUC.,,) erfolgte durch Division dieser Konzen-
tration mit der Eliminationskonstante, die sich aus der Halbwertszeit ermitteln 14sst (A = In2/t;,,).
Die Summe beider Flachen ergibt die AUC von Null bis Unendlich (AUC,, = AUC; + AUC\.o0).

Die Berechnungen wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel® durchgefiihrt.

3.3.9.2 Statistische Auswertung

Auszuwertende Variablen

Primir sollten die pharmakokinetischen Parameter von MPA bei Einnahme der verschiedenen
Priifmedikationen bestimmt und verglichen werden. Als sekundére Zielparameter wurden die Para-
meter von MPA-G verglichen.

Zur Biodquivalenzpriifung dienten folgende Grof3en:

AUC Fliache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve
Cmax  Maximale Plasmakonzentration

tmax Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration

tin Eliminationshalbwertszeit

Statistische Methoden

Entsprechend den Empfehlungen fiir die Durchfiihrung von Arzneimittel-Interaktionsstudien (Draft
Guidance for Industry, Drug Interaction Studies — Study Design, Data Analysis, and Implications
for Dosing and Labeling, FDA, Sep 2006 **) wurden die beiden Belastungsschemata auf Biodquiva-
lenz gepriift: CellCept®/Pantozol® (Test) vs. CellCept® (Referenz) bzw. myfortic®/Pantozol®
(Test) vs. myfortic® (Referenz). Es wurden die Quotienten Test/Referenz fiir die Parameter Cy,x
und AUC und die zugehdrigen 90%-Konfidenzintervalle unter Verwendung eines Computerpro-
gramms berechnet (BIOQPC V 1.2.2, erhalten von Dr. Steinijans, Byk-Gulden, Konstanz). Das

Programm berechnet die Konfidenzintervalle mit Hilfe parametrischer und nicht-parametrischer
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Verfahren (ANOVA; Wilcoxon-Test) direkt aus den Daten und nach logarithmischer Transforma-
tion. Als Biodquivalenzbereich wurde 80.0-125.0 % fiir AUC und Cpn.x gesetzt (Bereich fiir
logarithmierte Daten, Note for Guidance on the Investigation of Bioavailability and Bioequivalence,
Committee for Proprietary Medicinal Products, London, 26 July 2001). Zur Beurteilung der Unter-
schiede in ty.x wurden die individuellen Differenzen in ty, gebildet und basierend auf dem Wilco-
xon-Test das Konfidenzintervall berechnet. Unterschiede in ty.x wurden dann abgelehnt, wenn das

90%-Konfidenzintervall den Wert Null beinhaltete.

Zusitzlich wurden die Mittelwerte der pharmakokinetischen Parameter mit dem t-Test auf signifi-

kante Unterschiede gepriift, auf dem Niveau p<0.05.
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4 Ergebnisse

4.1 Freisetzung von Mycophenolat-Mofetil aus CellCept® und
Mycophenolat-Natrium aus myfortic® Tabletten

In Abb. 4 sind die Freisetzungsraten von MMF und ecMPS bei pH von 1-7 dargestellt.

CellCept 500 mg ecMPS 360 mg
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Abb. 4: Freisetzung und Aufiésung von Mycophenolat-Mofetil aus einer Tablette CellCept® 500 mg (links) bzw. von
Mycophenolat-Natrium aus einer Tablette myfortic® 360 mg (rechts) in einer Paddle-Apparatur bei 37°C und

einer Riihrergeschwindigkeit von 50 rom in Abhéngigkeit vom pH. Die einzelnen Messwerte entsprechend dem
Jjeweiligen Mittelwert einer Dreifachbestimmung.

Mycophenolat-Mofetil (MMF) wurde bei pH 1-3 binnen 20 min quantitativ aus der Tablette freige-
setzt, bei pH 4 dauerte es ca. 30 min, ab pH 4.5 wurde MMF nur noch zum Teil freigesetzt. Der

Endwert war nach ca. 1 Stunde erreicht; er fiel von ca. 80% bei pH 4.5 auf 50 % bei pH 5 und unter
15 % bei pH 6 und 7.

Die magensaftresistente Tablette myfortic® (ecMPS) war bei pH 1-4.5 iiber 2 Stunden stabil, bei
pH 5 setzte nach 1 Stunde die Freisetzung ein, nach 2 Stunden waren gut 50 % Wirkstoff freige-
setzt; die Menge blieb aber bis 4 Stunden gleich. Ab pH 5.5 wurde die Mycophenolsdure (MPA)

nach einer Latenzzeit von 15-20 Minuten teilweise, innerhalb von weiteren 45 Minuten vollstindig

freigesetzt.

Abb. 5 (ndchste Seite) zeigt die Freisetzungsrate nach 1 Stunde von MMF aus CellCept® und von
ecMPS aus myfortic® bei verschiedenen pH-Werten. Deutlich erkennbar ist der Sprung bei
myfortic® von pH 5 auf 5.5.
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Abb. 5: Freisetzungsrate und Auflésung von Mycophenolat-Mofetil aus einer Tablette CellCept® 500 mg bzw. von

Mycophenolat-Natrium aus einer Tablette myfortic® 360 mg in einer Paddle-Apparatur bei 37°C und einer Riih-
rergeschwindigkeit von 50 rpom in Abhédngigkeit vom pH nach einer Stunde.

4.2 Bestimmung von Pantoprazol im Plasma mit Hilfe der HPLC

4.2.1 Charakterisierung des chromatographischen Trennsystems

Die Analyse der Proben erfolgte unter den Bedingungen der reversed-phase Chromatographie an
modifiziertem Kieselgel mit Phosphatpuffer-Acetonitril als mobiler Phase. In Vorversuchen wurde
mit dem gleichen Eluenten (600 ml I mM NH4OAc, pH 6.0 mit HOAc, 400 ml Acetonitril) fol-
gende reversed-phase-Materialien getestet: Synergi Fusion RP, Max-RP, PFP (Pentafluorphenyl),

Polar-RP, Hyperclone (Fa. Phenomenex, Aschaffenburg), Pyramid C18-ec (Fa. Machery u. Nagel,
Diiren) (Abb. 6).
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Abb. 6: Retentionsfaktoren von Omeprazol (offene Kreise) und Pantoprazol (geschlossene Kreise) an verschiedenen
RP-Materialien. Eluent: 600 ml 10 mM NH4OAc, pH = 6.0 mit HOAc, 400 mi Acetonitril. Fluss 1 ml/min, Sdulen-
temperatur 35 °C. Sdule 150x4.6 mm bei Synergi Fusion-RP, Max-RP 4 um, Polar-RP 4 um; Luna PFP 3 um,
Hyperclone 3 um; Sédule 125x4.6 mm bei Nucleodur 100-ec 3 um
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Alle getesteten Sdulen erwiesen sich auf Grund der Selektivitit als geeignet. Pantoprazol und der
interne Standard Omeprazol waren gut voneinander getrennt und eluierten mit einem Retentions-
faktor von 2.5-3.7. Wahrend der Methodenentwicklung wurden jedoch in Testseren zwei kleine
interferierende Peaks gefunden, die an Synergi Max-RP am besten von Omeprazol und Pantoprazol

abgetrennt waren, weshalb dieses Material gewéhlt wurde.

4.2.2 Analytische Kenndaten

Die Linearitdt wurde an Hand von Standardreihen im Konzentrationsbereich von 0.1 bis 10 mg/1
Pantoprazol nachgewiesen (Tab. 4).

Tab. 4: Linearitét der Bestimmung von Pantoprazol in Plasma. Angegeben sind: Berechnete Mittelwerte und Kor-
relationskoeffizienten fiir die Linearitdt aus n = 4 Kalibrierungsgeraden in Doppelbestimmung bei Auswertung
geméR y = m*x liber die Hohen bzw. Flachen, sowie die berechneten Werte bei Auswertung (ber Einpunktkali-
brierung.

Abk.: MW Mittelwert, rSD relative Standardabweichung/-deviation, Bias Abweichung des Messwerts vom Soll-
wert, ruin niedrigster Wert des Korrelationskoeffizienten einer der Kalibrierungsgeraden.

Geradengleichung: y = m*x Einpunktkalibrierung bei 2 png/ml

Flache Hohe Flache Hoéhe
Soll MW rSD  Bias MW RSD Bias MW rSD Bias MW RSD  Bias
pg/ml | ug/ml % % pug/ml % % ng/ml % % ng/ml % %
0,1 0,095 7,7 -5,1 0,094 8,3 -6,0 0,098 8,6 -2,1 0,096 8,6 -3,7
0,2 0,187 70  -6,4 0,192 7,2 -4,0 0,193 3,9 -3,7 0,196 2,8 -1,9
0,5 0,458 4,1 -8,4 0,463 3,5 -7,4 0,472 4,5 -5,5 0474 4.4 -5,2
1,0 0,939 33 -6,1 0,953 4,5 -4,7 0,968 3,1 -3,2 0,975 2,9 -2,5
2,0 1,942 54 29 1,957 6,4 -2,1 2,000 ---------- Kalibrator - - - - - - - - - - -
5,0 4,966 2,1 -0,7 5,002 3,1 0,0 5,121 3,7 2,4 5,121 4,1 2,4
10,0 10,037 0,8 04 10,014 1,1 0,1 10,361 6,4 3,6 10,270 7,6 2,7
Timin 0,99987 0,99982

Die Fehler bei Auswertung liber die Hohe waren geringfiigig kleiner als bei Auswertung iiber die
Flache, weshalb die Peakhohenmethode fiir die Berechnung verwendet wurde. Die Préazision war
bei niedrigen Konzentrationen geringer (SD groBer) und die Abweichung vom Sollwert (Bias)
grofer als bei hoheren Konzentrationen, weil flir alle Messwerte der Wichtungsfaktor ,,1* verwen-
det wurde. Dadurch erhielten die kleineren Konzentrationen ein geringeres Gewicht im Vergleich
zu den hohen Konzentrationen. Die Prézision war aber bei der geringsten Konzentration von

0.1 pg/ml noch besser als 10%. Die Korrelationskoeffizienten fiir die Linearitdt waren stets besser

als 0.9998.

Zusétzlich wurden die Konzentrationen der Verdiinnungsreihe berechnet unter Verwendung eines
einzigen Kalibrators von 2 pg/ml Pantoprazol. Die Prizision und Richtigkeit der berechneten Werte
war vergleichbar mit der Auswertung tliber die Standardgerade. Fiir die Routine konnte deshalb die

weniger aufwendige Einpunktkalibrierung bei mittlerer Konzentration verwendet werden.
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Inter-Assay- und Intra-Assay-Prédzision wurden berechnet aus dem Ergebnis von bei der Analyse
der Probandenproben in Doppelbestimmung mitgefiihrten Kontrollproben in Plasma. Prizision und

Bias waren besser als 6% (Tab. 5).

Tab. 5: Inter-(CViner) und Intra-Assay-Variation (CVintra) Sowie Richtigkeit (Accuracy, ausgedriickt als prozentuale Ab-
weichung, Bias) der Bestimmung von Pantoprazol in Plasma, ermittelt an Hand dotierter Kontrollproben, die bei

den Assays (n = 11) in Doppelbestimmung mitgefiihrt wurden.

Auswertung tiber die Flache Auswertung tiber die Hohe
Soll Ist Bias  CViira  CVinger Ist Bias CVintra CVinter
(ng/ml) | (ug/mh) (%) (%) (%) (ng/ml) (%) (%) (%)
5,00 4,95 -1,0 44 5,5 4,92 - 1,6 3.3 5,1
0,50 0,470 -6,0 4,6 59 0,475 -5,0 34 4,1

Die Proben von 8 Probanden wurden zweimal analysiert. Die Konzentrationen bei der Wiederho-
lungsanalyse betrugen bei Auswertung iiber die Fliche bzw. Hohe 105% bzw. 103% (rSD 8.3%
bzw. 6.0%) der Werte der ersten Analyse. Die Korrelation der beiden Analysen {iber den Konzen-

trationsbereich von 0.05 pg/ml bis 6 pg/ml war sehr gut (Abb. 7).

10,00 10,00 S
F Auswertung Uber die Flache ) : Auswertung Uber die Hohe
— y = 1,0255x g y =1,0179%
?E,, R? = 0,9955 > R?= 0,996
21,00 + %— 1,00 +
5 5
s 2
5010 ¢ S 0,10 ¢
N
g ° S °
Q
S ¥
0,01 T 0,01 e
0,01 0,10 1,00 10,00 0,01 0,10 1,00 10,00

Konzentrationss, 1 (Hg/ml) Konzentrationassay 1 (Mg/ml)

Abb. 7: Korrelation der Plasmakonzentrationen von Pantoprazol zwischen Analyse und Wiederholungsanalyse (links:
Auswertung (ber die Fléche, rechts iiber die Héhe). Zur besseren Ubersicht wurde ein logarithmischer Mal3stab

gewéhlt.

Die Wiederfindung von Pantoprazol wurde an Hand der dotierten Standard- und Kontrollproben
und fiir den internen Standard Omeprazol auch aus den Plasmaproben der Probanden bestimmt. Die
Wiederfindung war fiir alle Substanzen vergleichbar. Sie betrug bei Auswertung iiber die Fla-
che/Hohe fiir Pantoprazol 112.0 + 3.6 %/106.0 + 2.7 % und fiir den internen Standard Omeprazol
111.7£3.7/107.9 + 4.0 %. Zu der scheinbar mehr als quantitativen Wiederfindung kann beitragen,
dass der Volumenverlust durch das ausgefillte Protein nicht beriicksichtigt wurde. Die scheinbar
geringere Wiederfindung {iber die Hohen deutet auf eine minimale Peakverbreiterung der Signale in

den Proben im Vergleich zum wissrigen Standard hin.
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Die Bestimmungsgrenze wurde zu 80 ng/ml berechnet. Durch Injektion groferer Probenvolumina

oder durch Aufkonzentration der Proben kann die Bestimmungsgrenze erniedrigt werden.*

Wihrend der Analysen (ca. 500 Injektionen) nahm die Bodenzahl der verwendeten Saule ab, sodass
gegen Ende der Analysen die Bestimmungsgrenze nur durch Injektion von 20 pl statt 10 pl Probe

gehalten werden konnte.
Die Proben waren in der Injektionslosung mindestens iiber Nacht bei Raumtemperatur stabil.
Abb. 8 (néchste Seite) zeigt Chromatographiebeispiele der Analyse. In Plasmen gesunder

Probanden wurden keine interferierenden Peaks zu den Retentionszeiten von Omeprazol oder

Pantoprazol gefunden.

29



Ergebnisse

A (A081007b_01): Wéssrige Lésung von Omeprazol
(Ome, i.S.) und Pantoprazol (Panto) mit je 1 mg/I

B (A081007c_01): Leerplasma

C (A081007¢c_02): Plasmastandard mit Ome/Panto je
2mg/l

D-G: Plasma RdmNr. 8 nach Einnahme der 9. Dosis von
40 mg Pantoprazol 2x tgl.

D (A081007c_05): nach ca. 0.5 h (<0.1 mg/l)
E (A081007c_07): nach ca. 2 h (1.55 mg/l)
F (A081007c_12): nach ca. 5 h (0.177 mg/l)
G (A081007c_15): nach ca. 9 h (<0.1 mg/l)
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4.2.3 Plasmakonzentrationen und pharmakokinetische Parameter von Pantoprazol

Die Probanden nahmen 40 mg Pantoprazol zweimal tiglich beginnend vier Tage vor dem Kinetik-
tag ein, die letzte Dosis am Morgen des Kinetiktages, im Mittel ca. 40 min (MMF) bzw. ca. 30 min
(ecMPS) vor der ersten Blutabnahme (Leerwert fiir CellCept® bzw. myfortic®). Abb. 9 zeigt den
Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Pantoprazol bei den Probanden nach der letzten Applika-

tion am Kinetiktag. Es sind dabei nur die Daten der 11 Probanden dargestellt, die an beiden Stu-

dienteilen teilnahmen.

Nach z.T. sehr unterschiedlich langen Lag-Phasen zwischen 0.7 bis 3.5 Stunden, entsprechend der
Absorptionscharakteristik fiir eine magensaftresistente Formulierung, steigen die Kurven steil an
und erreichen durchschnittlich nach 2.9 Stunden ihre Spitzenkonzentrationen, welche jedoch zeit-
lich interindividuell relativ breit streuen. Insgesamt wirken beide Kurvenscharen recht uneinheit-
lich. Unter ecMPS zeigten die Einzelkurven von Pantoprazol Maxima bei zwei bzw. vier Stunden

nach Einnahme, und es kam so im Mittel zu einem doppelgipfeligen Verlauf.

6T Pantozol/Cellcept 6 + Pantozol/myfortic
2 -
57 547
g T
5 £
g
X 2 4 g 21

X
01 0 :
0
0 3 6 Zeit (h) 9

Abb. 9: Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Pantoprazol bei gleichzeitiger Einnahme von CellCept® oder myfortic®
bei 11 gesunden freiwilligen Probanden (6m/5w). Die fett gezeichnete Kurve beschreibt jeweils den Mittelwert.
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In Tab. 6 sind die pharmakokinetischen Parameter der 11 Probanden zusammengefasst, die an bei-

den Studienteilen teilnahmen:

Tab. 6: Pharmakokinetische Parameter von Pantoprazol bei Teilstudie | (MMF) und Teilstudie Il (ecMPS).

Conax (ng/ml) tmax () ti> (h) AUC,, (pg*h/ml) | RestFl (% AUC,)
Prb. MMF  ecMPS | MMF  ecMPS | MMF  ecMPS | MMF  ecMPS | MMF  ecMPS
1 421 4,20 2,5 2,0 1,8 1,5 9,68 9,48 2,7 2,6
3 448 423 2,0 3,5 6,0 4,6 31,41 2964 | 31,3 26,7
4 3,64 5,17 2,0 1,0 1,5 1,1 7,66 9,10 3,2 1,4
5 6,91 6,08 3,5 4,0 3,5 2.8 35,95 27,30 19,4 15,2
7 5,83 5,91 2,5 3,5 1,8 1,6 18,38 13,77 2.8 3,2
9 3,56 3,14 2,0 4,0 1,6 0,9 6,69 4,80 3,7 2,2
10 2,04 1,22 4,0 3,5 0,7 0,7 3,05 1,70 3,2 4.8
12 1,74 1,90 4,0 2,5 0,9 0,6 3,43 2,25 1,3 3,8
13 1,69 1,54 3,0 4,0 0,9 0,8 3,54 2,75 3,1 4,6
14 140 478 2,5 2,5 0,9 0,3 2,21 4,47 2,9 1,6
15 225 3,70 3,0 2,5 1,3 1,0 431 6,22 3,1 1,7

n 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
MW 343 3,81 2,82 3,00 1,9 1,5 11,48 10,13 7,0 6.2
SD 1,82 1,69 0,75 0,97 1,6 1,2 11,92 9,76 9,5 7.8
RSD 53 44 27 32 82 85 104 96 136 127
Median 3,56 4,20 2,50 3,50 1,5 1,0 6,69 6,22 3,1 3,2
Min 1,40 1,22 2,00 1,00 0,7 0,3 2,21 1,70 1,3 1,4
Max 6,91 6,08 400 4,00 6,0 4,6 35,95 2964 | 31,3 26,7

Die mittleren individuellen Maximalkonzentrationen (Cyax) an den Studientagen lagen bei

3.4 pg/ml (MMF) bzw. 3.8 pg/ml (ecMPS) und waren damit vergleichbar groB3. Die ausgeprigte
Streubreite der Cp,x-Werte spiegelte sich dabei in den groB3en relativen Standardabweichungen
(rSD) von 52% bzw. 42% wider. Die mittlere Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC;)
war mit 9.3 (MMF) bzw. 8.6 ng*h/ml (ecMPS) ebenfalls vergleichbar. Der Mittelwert wurde dabei
jedoch durch 2 Extremwerte verzerrt, welche mit 21.6 bzw. 21.7 pg*h/ml (Prb. 3) und 29.0 bzw.
23.1 pg*h/ml (Prb. 5) jeweils deutlich iiber der doppelten Standardabweichung (16.5 bzw.

14.5 pg*h/ml) lagen.

Die Probanden 3 und 5 wiesen zudem deutlich langere Halbwertszeiten (zwischen 2.8 und 6 Stun-
den) auf und die Restflichen (AUCjst-00/ AUCo0*100 %) von im Mittel 29% bzw. 17.3% lagen {iber
bzw. nahe an der Grenze von 20%, die bei vergleichenden Bioverfiigbarkeitsuntersuchungen nicht

{iberschritten werden soll.2®
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4.3 Untersuchung zur Bioverfiigbarkeit von CellCept® bzw. myfortic® alleine
und bei Komedikation von Pantoprazol bei gesunden Probanden

4.3.1 Probandenpopulation

Es wurden 12 Probanden (6m/6w) in jede Teilstudie aufgenommen. Es war vorgesehen, jedoch
nicht Bedingung, dass die Probanden an beiden Teilstudien teilnehmen. 11 von 12 Probanden nah-
men an beiden Teilstudien teil. Proband 2 war nur in Teilstudie I, Proband 8 nur in Teilstudie II.
Die Studienteilnehmer waren Studenten und Doktoranden der Pharmazie, Chemie, Biologie und
Physik der Universitdt Regensburg. Das Alter lag bei 23 - 32 Jahren (Median 25 Jahre), das Kor-
pergewicht bei 50 — 85 kg (Median 73 kg), die KorpergréBe bei 160 — 189 cm (Median 175 cm), der
BMI bei 18.6 — 26.8 (Median 22.5) (Tab. 7, ndchste Seite).

Alle Probanden erfiillten die Ein- und Ausschlusskriterien, die protokollierte Obergrenze des BMI
von 26 wurde in zwei Fillen knapp iiberschritten (Prb. 8: BMI 26.8 kg/m®, Prb. 9: BMI
26.4 kg/m?). Die Daten aller Probanden standen fiir die Auswertung zur Verfiigung.

33



Ergebnisse

Tab. 7: Demographische Daten der Probanden. Proband 2 nahm nur an Teilstudie I teil, Proband 8 nur an Teilstudie II.

Prb,Nr. Rdm.Nr. Init. Sex Alter Gew. Grofle BMI Broca-Index
a kg cm kg/m’ %
1 8 FK w 24 58 165 21,3 89
2 4 PN w 24 61 168 21,6 90
3 7 zZC w 32 72 175 23,5 96
4 10 WS w 24 55 168 19,5 81
5 9 RD w 24 50 164 18,6 78
7 4 SE w 23 50 160 19,5 83
8 11 SA4 w 24 72 168 25,5 106
9 1 PM m 29 85 178 26,8 109
10 3 BT m 28 81 175 26,4 108
12 2 SM m 23 75 189 21,0 84
13 5 FM m 26 79 184 23,3 94
14 12 DMa m 30 76 180 23,5 95
15 6 DMi m 29 80 183 23,9 96
Alle Probanden: n 13 13 13 13 13
MW 26,2 68,8 173,6 22,7 93,1
SD 31 12,3 89 2,7 10,1
rSD 11,7 17,9 51 11,8 10,9
Median 24 72 175 23,3 94
Min 23 50 160 18,6 78
Max 32 85 189 26,8 109
Teilstudie I: n 12 12 12 12 12
MW 26,3 68,8 174,1 22,5 92,3
SD 31 13,1 9,1 2,7 9,9
rSD 11,8 19,0 52 11,9 10,8
Median 25 73,5 175 22,5 92
Min 23 50 160 18,6 78
Max 32 85 189 26,8 109
Teilstudie II: n 12 12 12 12 12
MW 26,3 69,4 174,1 22,7 93,3
SD 3,1 12,7 9,1 2,8 10,5
rSD 11,8 18,2 52 12,2 11,3
Median 25 73,5 175 23,4 95
Min 23 50 160 18,6 78
Max 32 85 189 26,8 109
Teilstudie [ und II: n 11 11 11 11 11
MW 26,5 69,2 174,6 22,5 92,2
SD 32 13,2 9,3 2,8 10,3
rSD 12,0 19,1 53 12,2 11,1
Median 26 75 175 23,3 94
Min 23 50 160 18,6 78
Max 32 85 189 26,8 109

4.3.2 Anamnese und Voruntersuchung

Die Probanden wurden innerhalb von 2 Wochen vor Versuchsbeginn korperlich untersucht. Bei der

Anamneseerhebung wurden keine Erkrankungen in der Vorgeschichte festgestellt, die auf das Ver-
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suchsergebnis hitten Einfluss nehmen kdnnen. Auch eine regelmiflige Medikamenteneinnahme,

mit Ausnahme hormoneller Kontrazeptiva, lag bei keinem der Probanden vor.

4.3.3 Pramedikation mit Pantoprazol

Entsprechend den Probandentagebiichern erfolgte die morgendliche Einnahme von Pantozol® in
Teilstudie I (CellCept®) bzw. Teilstudie II (myfortic®) mindestens 0.4 bzw. 0.5 Stunden (Median
1.1 bzw. 1.3 Stunden) vor dem Essen, die abendliche Einnahme mindestens 0.5 bzw. 0.6 Stunden
(Median 1.25 bzw. 1.2 Stunden) vor dem Essen ein. In Teilstudie I wurde Pantozol® achtmal nach
dem Abendessen eingenommen, der Abstand betrug mindestens 1.3 Stunden (Median 2 Std.). In
Teilstudie II erfolgte die abendliche Einnahme zweimal 2 Stunden nach dem Abendessen. An den
jeweiligen Kinetiktagen betrug der Abstand von der Einnahme bis zum Standardfriihstiick jeweils

3 bis 3.25 Stunden.

4.3.4 Vertriglichkeit

Schwerwiegende, unerwiinschte Ereignisse (serious adverse events, SAEs) traten bei der Studie
nicht auf. Es kam zu keinen Abbriichen oder Unterbrechungen aufgrund von Unvertraglichkeit,
sodass alle Probanden die Studie mit der vorgesehenen Dosis protokollgerecht abschlossen.

Alle Medikamente inklusive Pantozol® wurden gut vertragen (Tab. 8, nichste Seite). In Teilstudie I
wurden insgesamt 14 Episoden unerwiinschter Ereignisse (AEs) dokumentiert, davon standen
moglicherweise drei in Zusammenhang mit der Studienmedikation und wurden deshalb als
,verddchtig® eingestuft. In Teilstudie II waren es 8 AEs, davon galten zwei als ,,verdachtig®.
Grundsitzlich kann aber wegen des offenen Charakters der Studie der Kausalzusammenhang der

AEs mit der Dosis oder der Priifmedikation nicht beurteilt werden

Tab. 8: Liste der registrierten unerwiinschten Ereignisse (AEs) und Beurteilung des Zusammenhangs zur Studien-
medikation als ,verdéachtig®.

Teilstudie Medikation RdmNr. AE , Verddchtig®
I CellCept®/Pantozol® 2,7Y Kopfschmerzen nein
4 Nasenbluten nein
12 Durchfall 36 h nach Einnahme nein
CellCept® 1,6 Kopfschmerzen nein
3 Gelenkschmerzen nein
4 Sodbrennen ja
8 Schwellung Nihe Einstichstelle der Verweilkaniile nein
Pantozol® 6 Sodbrennen nein
3 Magenbrennen nein
12 Unwohlsein ja
3,4 Vollegefiihl ja

1) Ibuprofen 400 mg, 15 h nach Einnahme der Studienmedikation
(Fortsetzung auf der néchsten Seite)
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Teilstudie = Medikation RdmNr. AE , Verdichtig®

II myfortic®/Pantozol® 5 Sodbrennen ja

myfortic® 9 Husten nein
Pantozol® 2 Oberbauchschmerzen Ja

4 Ubelkeit nein

4 Erbrechen nein

5 Hitzegefiihl i.d. Fingerspitzen nein

gV Kopfschmerzen nein

10" Kopfschmerzen nein

1) Ix Aspirin 500 mg, jeweils vor dem Kinetiktag

Wihrend der Teilstudie I traten bei 4 Probanden interkurrente Erkrankungen auf. Probanden mit der
RdmNr. 7 bzw. 9 bekamen Lippenherpes bzw. eine Rhinitis. Zwei Probanden nahmen gegen Kopf-
schmerzen bei interkurrenten Erkrankungen je ein Tablette Paracetamol 500 mg ein. Der Zusam-
menhang zur Priifmedikaton wurde durch den Priifarzt jedoch bei allen Erkrankungen als ,,nicht

verdachtig® eingestuft.

Nach Ende der letzten Untersuchungsperiode einer Teilstudie wurden die Probanden nochmals
klinisch-chemisch untersucht. Wie bei der Voruntersuchung wurden in einigen Fillen Messwerte
auBBerhalb des Referenzbereichs erhalten. Alle Messwerte au3erhalb des Referenzbereichs waren

jedoch nach Einschétzung des untersuchenden Arztes nicht von klinischer Bedeutung.

4.3.5 Pharmakokinetik von CellCept® bzw. myfortic® bei alleiniger Einnahme und
zusammen mit Pantozol®

Die Unterschiede zwischen den jeweiligen Konzentrations-Zeit-Verlaufen von Test- und Referenz-
medikation werden im direkten Vergleich deutlich (Abb. 10). Nach Einnahme der schnell freiset-
zenden Tablette CellCept® wurden binnen weniger als einer Stunde die Spitzenkonzentrationen
erreicht, die Kurvenschar wirkte einheitlich; bei Komedikation von Pantoprazol halbierten sich in
etwa die Spitzenkonzentrationen und die Kurvenschar facherte mehr auf. Nach 6 bis 8 Stunden war

ein zweites, flaches Maximum erkennbar.
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Mittelwert (SD), n = 12 ! Mittelwert (SD), n = 12
30 CellCept 30 I myfortic
= —e— Referenz = q —e— Referenz
g_j 20 —o— Test g_j 20 1 —o— Test
= =
= =

0,0 4,0 8,0 Zeit(h) 12,0 0,0 4,0 8,0 Zeit(h) 12,0

Mittelwert (SD), n = 12 [ Mittelwert (SD), n = 12

80 CellCept 80 T myfortic
% 60 —&— Referenz % 60 + —&— Referenz
S S [
5 40 —6— Test 5 40 [ —6— Test
5 =
= 20 =20 {

0 0 :

0 6 12 18 Zeit (h)24 0 6 12 18 Zeit (h)24

Abb. 10: Plasmakonzentrationen von MPA und MPA-G bei 12 gesunden Probanden (6m/6w) nach oraler Applikation von
zwei Tabletten CellCept® 500 mg bzw. myfortic® 360 mg. Volle Kreise: alleinige Einnahme, Leere Kreise: bei
gleichzeitiger Gabe von Pantoprazol 2x40 mg taglich.

Die Verdanderungen waren noch sichtbarer beim Zeitausschnitt von 0 bis 4 Stunden (Abb. 11).
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Abb. 11: Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Mycophenolsédure bei 12 gesunden freiwilligen Probanden (6m/6w)
nach oraler Applikation von zwei Tabletten CellCept® 50 mg. Die fett gezeichnete Kurve zeigt den Mittelwert.
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Die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve von Mycophenolsdure nach Einnahme der magensaftresi-
stenten Tablette myfortic® war gekennzeichnet durch eine Lag-Phase von 1 bis 1.5 Stunden, einem
folgenden schnellen Anstieg und schnellen Abfall zwischen 2.5 und 5 Stunden. Die Komedikation
von Pantoprazol nahm keinen Einfluss, die Maximalkonzentrationen schienen zeitlich etwas breiter
zu streuen. Die Halbwertsbreite der Konzentrationen betrug kaum mehr als eine Stunde, was deut-
lich wird beim Ausschnitt des Zeitraums von 0 bis 4 Stunden. Wieder zeigte sich nach 6 bis 8 Stun-

den ein zweites, flaches Maximum (Abb. 12).
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Abb. 12: Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Mycophenolsédure bei 12 gesunden freiwilligen Probanden (6m/6w)

nach oraler Applikation von zwei magensaftresistenten Tabletten myfortic® 360 mg. Die fett gezeichnete Kurve
zeigt den Mittelwert.

4.3.5.1 Pharmakokinetische Parameter von Mycophenolsdure

Der Zeitplan der Blutentnahmen wurde hinreichend genau eingehalten, die pharmakokinetischen
Parameter wurden mit dem theoretischen Zeitplan berechnet. Die pharmakokinetischen Parameter
von Mycophenolsdure und MPA-G sind in Tab. 9 zusammengestellt. Die Zielparameter (Cpax und
AUC) waren bei beiden Medikamenten etwa gleich. Die gleichzeitige Therapie mit Pantoprazol

erniedrigte die Bioverfiigbarkeit von CellCept®, nicht aber die von myfortic®.
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Tab. 9: Pharmakokinetische Parameter (MW + SD (rSD)) von MPA und MPA-G bei je 12 gesunden freiwilligen Proban-
den nach oraler Applikation von zwei Tabletten CellCept® 500 mg bzw. myfortic® 360 mg.

MPA CellCept® CellCept®/Pantozol®  myfortic® myfortic®/Pantozol®
Chax (ug/ml)  27.9 £6.9 (25) 11.9 597 (49) 264 +8.3(31) 27.3 9.9 (36)
twax (B)  0.63 £0.23 (36) 0.88 = 0.38"” (43) 2.25+0.26 (12) 2.42 +0.36 (15)
tin(h) 14.6 6.7 (46) 15.0 =4,6 (30) 12.7 3.4 (27) 13.8 4.3 (31)
AUC 1y, (ug*h/ml)  40.0 =7.8 (20) 29.3 +7.417 (25) 374 9.7 (26) 34.9+9.3(27)
AUC, (ug*h/ml)  54.6 = 10.9 (20) 47.9+9.17 (19) 51.0+11.222) 52.1+11.021)
AUC,, (ug*h/ml) 58.1 +13.6 (23) 52.2+9.07 (17) 53.9=x11421) 55.7%11.3(20)
MPA-G
Chax (ug/ml)  64.5 £17.6 (27) 39.1 +14.17 (36) 61.1+17.7(29) 59.5 155 (26)
twax (B)  1.33 20.25 (18) 2.13 £0.38" (18) 2.83 +0.44 (16) 2.96 +0.54
tin(h) 11.8+2.8(23) 14.5 +4.5” (31) 12.1 +3.7 (30) 13.0 £3.3 (25)
AUCy, (ug*h/ml) 323 +83 (26) 247 = 74V (30) 273 84 (31) 263 =71 (27)
AUC, (ug*h/ml) 516 =100 (19) 499 + 120 (24) 472 £ 106 (22) 481 92 (17)
AUC,, (ug*h/ml) 549 =110 (20) 554 127 (23) 504 104 (4.7) 520 =86 (17)

Statistischer Vergleich: Test vs Referenz: 1) p < 0.05 2)p <0.01 3)p <0.001

Die mittleren maximalen Plasmakonzentrationen von MPA lagen nach Einnahme von CellCept®
oder myfortic® bei 27-28 pg/ml. Unter Komedikation mit Pantozol® blieben die Werte bei myfor-
tic® unbeeinflusst, wihrend sie bei CellCept® auf weniger als die Hélfte absanken. Die Peakkon-
zentrationen wurden bei CellCept® nach ca. 0.6 Stunden gefunden und stiegen unter der Pantopra-
zol-Behandlung signifikant auf etwa 0.9 Stunden an. Bei myfortic® wurden die Spitzenspiegel

unabhéngig von der Pantozol®-Gabe erst nach 2.3-2.4 Stunden erreicht.

Der Einfluss eines erhohten Magen-pHs auf das Ausmal} der Bioverfiigbarkeit von CellCept®
zeigte sich am deutlichsten bei der AUC 2y, d.h. innerhalb eines Dosierungsintervalls unter einer
Therapie. Die AUC betrug 40 pg*h/ml nach Einnahme von CellCept® und nur gut 70% davon bei
Einnahme mit Pantozol®. Der Unterschied verringerte sich mit der Zeit, war aber auch bei gesam-
tem Messzeitraum tiber 48 Stunden und bei AUC,, noch signifikant. Demgegeniiber waren die
kinetischen Parameter nach Einnahme von myfortic® mit und ohne Begleittherapie nicht signifi-

kant voneinander verschieden.

MPA wurde mit einer mittleren terminalen Halbwertszeit von 13-15 Stunden aus dem Plasma eli-
miniert. Die lange terminale Halbwertszeit erkldrt sich zum Teil aus der zwischenzeitlichen
Erh6éhung auf Grund des enterohepatischen Kreislaufs, wodurch niedrige Plasmakonzentrationen

iiber einen relativ langen Zeitraum aufrechterhalten werden.
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Die kinetischen Parameter von MPA-G zeigten ein analoges Bild, die Unterschiede waren aber
geringer. Die AUC war nur im Messzeitraum bis 12 Stunden bei CellCept® signifikant niedriger

unter der gleichzeitigen Behandlung mit Pantozol®.

4.3.5.2 Vergleich der Bioverfiigharkeit

Das Ergebnis des Tests auf Biodquivalenz bestdtigt den negativen Einfluss von Pantoprazol auf die
Bioverfiigbarkeit von CellCept® (Tab. 10).

Tab. 10: Test auf Biodquivalenz der Einnahmeschemata CellCept®/Pantozol® (Test) und CellCept® (Referenz) bzw.
myfortic®/Pantozol® (Test) und myfortic® (Referenz) bei je 12 gesunden freiwilligen Probanden (6m/6w) nach
oraler Applikation von 2 Tabletten CellCept® 500 mg bzw. 2 Tabletten myfortic® 360 mg.

T-Test/Wilcoxon-Test = parametrische/nicht-parametrische Analyse zweier einseitiger t-Tests/Wilcoxon-Tests

Punktschdtzer (90%-Konfidenzintervall)

Parameter Mycophenolsdure (MPA) Mpycophenolsdiure-Glucuronid (MPA-G)
CellCept® t-Test Wilcoxon-Test t-Test Wilcoxon-Test
Chax (1g/ml)  0.40 (0.33-0.48) 0.38 (0.32-0.49) 0.59 (0.50-0.70) 0.57 (0.49-0.72)

tax (h)

AUC 5, (ug*h/ml)
AUC, (ug*h/ml)
AUC,, (ug*h/ml)

nicht anwendbar
0.72 (0.65-0.80)
0.88 (0.83-0.93)
0.91 (0.86-0.96)

0.25 (0.00-0.50)
0.72 (0.64-0.81)
0.88 (0.83-0.92)
0.91 (0.86-0.97)

nicht anwendbar
0.76 (0.69-0.84)
0.96 (0.90-1.02)
1.00 (0.93-1.08)

0.75 (0.50-1.00)
0.75 (0.68-0.84)
0.96 (0.90-1.04)
1.00 (0.93-1.08)

myfortic®
Conax (ug/ml)
tax (h)
AUC 3y, (ug*h/ml)
AUC, (ug*h/ml)
AUC,, (ug*h/ml)

1.01 (0.78-1.32)
nicht anwendbar
0.93 (0.78-1.12)
1.02 (0.91-1.15)
1.04 (0.93-1.15)

0.97 (0.82-1.32)
0.13 (0.00-0.50)
0.96 (0.79-1.13)
1.03 (0.92-1.09)
1.04 (0.94-1.09)

0.98 (0.88-1.10)
nicht anwendbar
0.97 (0.92-1.04)
1.03 (0.99-1.07)
1.04 (1.00-1.08)

0.99 (0.89-1.10)
0.13 (-0.25-0.50)
0.97 (0.90-1.06)
1.02 (0.98-1.07)
1.03 (0.99-1.08)

Der Vergleich der Bioverfiigbarkeitsparameter ergab

- Bioindquivalenz zwischen CellCept®/Pantozol® und CellCept® im Hinblick auf die
Peakkonzentrationen (Cyax) von MPA.

- nahezu Bioindquivalenz beziiglich der AUC2,. Die AUC innerhalb eines Dosierungsintervalls,
tangierte gerade noch die untere Biodquivalenzschranke von 0.80.

- Biodquivalenz beziiglich AUC, und AUC,,. Die 90%-Konfidenzintervalle fiir AUC; und AUC,,

lagen innerhalb des Biodquivalenzbereichs, aber vollstdndig unterhalb der Paritét von 1.0.

Die Unterschiede beim Glucuronid waren geringer, im Hinblick auf die AUC; und AUC,, waren

beide Belastungsschemata biodquivalent.

Die Punktschitzer fiir die Bioverfligbarkeitsparameter von myfortic® mit und ohne Begleitmedika-
tion Pantozol® lagen in der Ndhe von Eins. Auf Grund der groBeren intraindividuellen Streuung der

pharmakokinetischen Parameter der magensaftresistenten Formulierung {iberschritt bzw. unter-
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schritt das 90%-Konfidenzintervall die Grenzen von 125% bzw. 80% bei Cyax und AUC) 2, gering-
fligig.

4.4 Korrelation der 12-h Talspiegel von MPA mit der AUC

Die 12h-Talspiegel von Mycophenolsdure werden als Surrogatparameter fiir die Bioverfiigbarkeit
(AUC) von Mycophenolsidure im Rahmen des Therapeutischen Drug Monitorings (TDM) verwen-
det. Abb. 13 zeigt die Korrelation der 12h-Werte mit der AUC. Zwischen den Konzentrationen nach
12 Stunden (,, Talspiegel*) und der AUC, oder der abgekiirzten AUC4, bestand bei alleiniger
Einnahme von CellCept® eine schwache Korrelation (r* = 0.41 bzw. r* = 0.36); die Komedikation
von Pantoprazol machte jegliche Korrelation zunichte. Bei myfortic® war in keinem Fall eine

positive Korrelation erkennbar (r* < 0.09).

A Korrelation zw. C12n und AUC 12, bei CellCept® mit B Korrelation zw. C12n und AUC4, bei CellCept® mit und

und ohne Komedikation von Pantoprazol ohne Komedikation von Pantoprazol
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Abb. 13: Korrelation zwischen den Konzentrationen von Mycophenolséure bei 12 gesunden freiwilligen Probanden
(6m/6w) 12 Stunden nach oraler Applikation von zwei Tabletten CellCept® 500 mg oder magensaftresistenten
Tabletten myfortic® 360 mg.

41



Diskussion

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der in der Klinik hiufigen Komedikation von Proto-
nenpumpenhemmern auf die Bioverfiigbarkeit von Mycophenolsdure (MPA) nach Applikation als
schnell freisetzende Tablette CellCept® mit dem Prodrug Mycophenolat-Mofetil oder als magen-
saftresistente Tablette myfortic® mit Mycophenolat-Natrium als Wirkstoff untersucht. Es zeigte
sich, dass die Komedikation von Pantoprazol die Bioverfiigbarkeit von CellCept®, nicht aber die
von myfortic® beeintrachtigte. In vitro Freisetzungsversuche zeigten, dass die Ergebnisse mit einer
mangelhaften Auflésung von Mycophenolat-Mofetil bei hoheren pH-Werten im Magen vereinbar

sind.

5.1 Pantoprazol als reprisentativer Protonenpumpenhemmer
Auf Grund seiner giinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften, hohe und sichere Bioverfiigbar-

keit, keine klinisch signifikanten Arzneimittelinteraktionen'® **

, und groflen Bedeutung auf dem
Arzneimittelmarkt wurde Pantoprazol als reprdsentativer PPI gewédhlt. Entsprechend den Empfeh-
lungen fiir die Durchfiihrung von Interaktionsstudien®®, wurde fiir die interagierende Substanz (Pan-
toprazol) die maximale zugelassene Dosis von 40 mg zweimal taglich gewéhlt, wie sie z.B. bei der
Helicobacter pylori Eradikationstherapie Anwendung findet (Fachinformation Pantozol®, Nyco-
med, Konstanz). Zudem wurde Pantoprazol mehrere Tage vor Applikation der Priifmedikation

appliziert, da sich die Erhdhung des intragastralen pH-Werts erst nach einigen Tagen einstellt.**

Die Niichternapplikation von 40 mg Pantoprazol an den Studientagen fiihrte mit durchschnittlich
3.4 pg/ml (Teilstudie I) und 3.8 pg/ml (Teilstudie II) zu tiblichen Spitzenspiegeln (2-3 pg/ml, Fach-
information Pantozol® , Nycomed GmbH). Restkonzentrationen durch die Einnahme vom Vor-
abend, waren aufgrund der kurzen Halbwertszeit (t;, < 2h) nicht zu erwarten.®” Die durchschnittli-
che AUC lag mit 9.3 pg*h/ml und 8.6 pg*h/ml deutlich {iber dem erwarteten Wert (4.8 pg*h/ml,
Protonix® Prescribing Information, Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia 2009), jedoch war der
Mittelwert vermutlich durch zwei Extremwerte (s.u.) nach oben verschoben worden. Die mediane

AUC betrug 5.3 bzw. 5.8 pg*h/ml.

Das Belastungsschema unserer Studie ist vergleichbar mit einer Untersuchung an 16 gesunden,
ménnlichen Probanden. Nach einer tdglichen Dosis von 40 mg Pantozol®, wurde dabei am
7. Behandlungstag eine mediane Sdurereduktion von 98% erzielt. Die geometrische mittlere

AUCa4;, lag dabei an Tag 1 und 7 jeweils bei etwa 2 pg*h/ml.* Daraus und aufgrund der Tatsache,
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dass die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC,) gut mit dem Grad der Sdurehemmung
im Magen korreliert”, kann geschlossen werden, dass (1) das Belastungsschema in der vorliegen-
den Studie zu einer effektiven Sdurehemmung fiihrte und dass (2) die Sdurehemmung auf Grund
der vergleichbaren pharmakokinetischen Parameter bei beiden Studienteilen, CellCept® und

myfortic®, gleich war.

Bei Betrachtung der Halbwertszeit fallen die Werte von Probanden Nr. 3 und 5 auf, welche jeweils
iiber dem 2- bis 3-fachen des Mittelwerts (1.8 beit MMF bzw. 1.4 Stunden bei ecMPS) lagen. Ent-
sprechend ist bei diesen Studienteilnehmern auch die AUC,, deutlich erhoht (vgl. Tab. 6). Wie alle
Protonenpumpeninhibitoren wird Pantoprazol in der Leber iiber den Cytochrom P450 Enzymkom-
plex CYP2C19 eliminiert.* CYP2C19 wird polymorph exprimiert und kann je nach Genotyp in 3
Aktivititsgrade eingeteilt werden.™ Liegt das Wildtyp-Allel homozygot vor spricht man von
»extensive metabolizer (EM), der vorherrschenden Auspriagung bei der europédischen Bevolkerung
(Kaukasier). Triager eines mutanten Allels werden als ,,heterozygous extensive metabolizer
(hetEM) bezeichnet, sind beide Allele Mutanten wird von ,,poor metabolizer* (PM) gesprochen.
PM bilden mit ca. 2.8% die kleinste Gruppe unter Europiern.'"® Dagegen liegt der Anteil von PM
in der japanischen Bevolkerung bei immerhin18-22.5%.%® Da CYP2C19 vornehmlich fiir die Meta-
bolisierung von Pantoprazol verantwortlich ist, hat der Aktivitdtsgrad des Enzymkomplexes grofen
Einfluss auf die Pharmakokinetik des Wirkstoffs und ihre interindividuelle Variabilitit. Ein Ver-
gleich der verschiedenen Phénotypen zeigte eine 3- bis13-fach hohere Wirkstoffexposition bei PM
im Vergleich zu EM. Bei hetEM lagen die AUC-Werte verschiedener Protonenpumpeninhibitoren

durchschnittlich um das 2- bis 4-fache iiber denen von EM.>

Die AUC-Werte der Probanden 3 und 5 waren in dhnlichem Maf3e erh6ht und lassen deshalb die
Vermutung zu, es konnte sich um hetEM handeln. Zur Kldrung miisste jedoch eine Genotypisierung

erfolgen.

5.2 Bioverfiigbarkeit von CellCept® bzw. myfortic® alleine und bei
Komedikation von Pantoprazol

Die Bioverfligbarkeit beschreibt Geschwindigkeit und Ausmal, mit der ein Wirkstoff nach extrava-
saler (hier oraler) Applikation im Blut anflutet. Die Zielparameter fiir die Bioverfiigbarkeit sind die
Maximalkonzentrationen (Cpn,x) und der Zeitpunkt von Cpax (tmax), Sowie die Fldche unter der Plas-

makonzentrations-Zeit-Kurve (AUC). Cpax und tmax stehen fiir die Geschwindigkeit des Anflutens
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des Wirkstoffs, die AUC fiir das Ausmal} der Bioverfiigbarkeit. Dazu wurden diese pharmakokine-
tischen Parameter mit (Test) und ohne (Referenz) gleichzeitige Gabe von Pantoprazol auf signifi-
kante Unterschiede und auf Biodquivalenz gepriift. In analoger Weise wie biodquivalente Medika-
mente fiir die Therapie als austauschbar gelten, konnen biodquivalente Applikationsarten auch als
austauschbar betrachtet werden. (Guideline on the investigation of bioequivalence,

CPMP/EWP/QWP/1401/98 Rev. 1, EMEA, London 2008)

In der vorliegenden Arbeit wurde gefunden, dass die Maximalkonzentrationen (Cpn,x) im Plasma
unter der Gabe von Pantoprazol bei myfortic® unverindert blieben, bei CellCept® aber signifikant
um 57% sanken. Gleiches galt fiir die AUC, 2, welche sich unter Pantoprazoleinnahme bei
CellCept® um knapp 27% verringerte, wohingegen sie bei myfortic® unbeeinflusst blieb. Fiir die
Applikation von CellCept® mit und ohne Pantoprazol konnte Biodquivalenz nicht nachgewiesen
werden, beide Applikationsarten sind also nicht austauschbar und nicht gleichwertig. Das Ergebnis
war nach der Zwischenauswertung von 12 Probanden bereits stabil, sodass die Studie mit der mini-
malen Anzahl von Probanden (Note for Guidance on the Investigation of Bioavailability and Bio-
equivalence, Committee for Proprietary Medicinal Products, London, 26 July 2001) beendet werden

konnte.

Die Ergebnisse stehen in Einklang mit Daten aus einer 2008 publizierten retrospektiven Studie an
61 Patienten. In der Gruppe die neben MMF 30 mg Lansoprazol erhielt, kam es zu einer signifi-
kanten Verringerung der MPA-Plasmakonzentrationen gegentiber den Gruppen mit 10 mg Rabe-
prazol oder ohne PPI. Ahnliche Beobachtungen wurden auBerdem inzwischen auch von anderen
Autoren bei Patienten gemacht, die als Komedikation Pantoprazol erhalten hatten.””® Zudem
fanden Miura et al. 2008, dass es bei Personen mit den CYP2C19 Phénotypen hetEM und PM und
der damit einhergehenden verminderten Elimination von Pantoprazol, indirekt zu einem signifikan-
ten Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von MMF kommt. Dies ist ein weiterer Hinweis fiir die These,
dass ein intragastraler pH-Anstieg zu einer verminderten MPA-Exposition beit MMF-Medikation
fithrt.*®

Die Daten wurden in der vorliegenden Studie durch Freisetzungsversuche in einer Paddle-Appara-
tur untermauert und illustriert. CellCept® ist eine schnell freisetzende Tablette, die innerhalb von
Minuten in der Paddle-Apparatur unabhingig vom pH-Wert vollsténdig zerfiel, wihrend myfortic®

eine magensaftresistent iiberzogene Tablette ist, die nur langsam angegriffen wurde. Die mangel-
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hafte ,,Freisetzung* von Mycophenolat-Mofetil ab pH 4.5 und hoher ist dabei bedingt durch die
geringere Loslichkeit von MMF bei hoheren pH-Werten. Bei pH 2.0 betréigt sie 4.0 g/l, bei pH 5.2
200 mg/l und bei pH 7.0 nur noch 40 mg/1.%* Im Gegensatz dazu wird die Freisetzung von Myco-
phenolat-Natrium von der Auflosungsgeschwindigkeit der magensaftresistenten myfortic® Tablette
bestimmt. Diese war im Bereich von pH 1.0-4.5 {iber 2 Stunden bei 37°C stabil; bei pH 5.0 begann
nach 1 Stunde die Tablette zu quellen und ca. 50 % Wirkstoff wurden innerhalb von einer weiteren
Stunde freigesetzt. Die Ergebnisse decken sich mit publizierten Ergebnissen zur Freisetzung von

Mycophenolat-Natrium aus myfortic®.°

Die niedrigere Bioverfiigbarkeit von Mycophenolsdure aus CellCept® bei Probanden nach Niich-
terneinnahme bei gleichzeitiger Therapie mit Pantoprazol® lisst sich demnach wie folgt erkliren.
Der intragastrale pH-Wert steigt - insbesondere im Niichternzustand - unter der Therapie mit PPIs
deutlich iiber pH 4 an.™ Aus diesem Grund 1dste sich Mycophenolat-Mofetil nicht mehr vollstindig
im Magen. Im Diinndarm liegt der pH bei 5-7, sodass das Mycophenolat-Mofetil auch nicht mehr
weiter in Losung ging. Dementsprechend waren Resorption und Bioverfiigbarkeit bei Komedikation
von Pantoprazol niedriger. Einschriankend sei darauf hingewiesen, dass der in-vitro-Freisetzungs-
versuch nur die stationdre Situation in 900 ml Puffer darstellt, wihrend die Fliissigkeitsmenge im
Magen und Diinndarm variabel ist, abhéngig von Fliissigkeits- und Nahrungsaufnahme, und sich
zeitlich veréndert. Es wire deshalb falsch fiir CellCept® nur 20% Bioverfiigbarkeit zu postulieren

bei einem Magen-pH von 6, wie die Graphiken insinuieren (vgl. Abb. 4).

5.3 Andere Einfliisse auf die Bioverfiigbarkeit von CellCept® oder myfortic®

Uber den mdglichen Einfluss von Nahrung auf die Bioverfiigbarkeit von Mycophenolsiure aus
CellCept® lasst sich keine sichere Aussage treffen. Der Einfluss des Protonenpumpenhemmers
sollte wohl geringer sein, weil eine Tablette bei Einnahme mit dem Essen ldnger im Magen verweilt
und der pH-Wert weniger hoch ansteigt. Nahrung hat jedoch auch andere, eigene Einfliisse auf die
Bioverfiigbarkeit von Medikamenten. Der Summeneffekt, Pantoprazol und Nahrung, kann aus den
in vitro Untersuchungen nicht vorhergesagt werden. In fritheren Untersuchungen bei Patienten
wurde gefunden, dass bei Einnahme einer Einzeldosis von 2 g CellCept® 30 min nach einem fett-
reichen Friihstiick die Absorption von Mycophenolat-Mofetil verzogert ist (tmax nach 2 h statt nach

1 h) und die Peakkonzentrationen um ca. 25 % abnehmen, die Fliche unter der Kurve (AUC) als

MaB fiir die bioverfiighare Menge aber gleich bleiben."
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Zunichst tiberraschend war im Probandenversuch, dass die Bioverfiigbarkeit von myfortic® vollig
unbeeinflusst war von der Komedikation. Man hitte vermuten konnen, dass sich die Tablette auf
Grund des hohen pHs im Magen vorzeitig auflost und es zu einer Verschiebung der Maximalkon-
zentrationen von Mycophenolsidure im Plasma zu fritheren Zeiten kommt. Dies wurde nicht beob-
achtet. Die Peakkonzentrationen wurden nach alleiniger Einnahme von myfortic® nach 2.3 Stun-
den, bei Komedikation von Pantoprazol nach 2.4 Stunden gefunden.*® Dies lasst sich damit erkli-
ren, dass auch bei hohen pH-Werten von 6-7 der Wirkstoff aus der Tablette erst nach einer Latenz-
zeit von 15-20 min freigesetzt wird; Zeit genug, dass sich bei Niichterneinnahme mit Fliissigkeit der

Magen bereits entleert hat.

In friiheren Studien an Patienten wurde gefunden, dass bei gleichzeitiger Applikation von Maalo-
xan® (Mischung aus Aluminium- und Magnesiumhydroxid) die Bioverfiigbarkeit von CellCept®
erniedrigt ist."> Man kénnte dies nun ebenso auf die Erhéhung des Magen-pHs zuriickfiihren. Ein-
schrankend ist aber dazu zu bemerken, dass Antacida den Magen-pH kaum {iber pH 4 heben. Die
chemische Struktur von Mycophenolsdure ldsst aber eine Interaktion durch Chelatbildung mit Me-
tallionen zu. Eine Chelatbildung konnten sowohl Mycophenolat-Mofetil, als auch Mycophenolat-
Natrium eingehen (vgl. Abb. 2). Auch wenn auf Grund experimenteller Ergebnisse eine derartige
Interaktion von CellCept® mit Eisen-Tonen eher verneint wurde®, so gilt nicht Gleiches fiir andere
Ionen wie Calcium, Magnesium oder Aluminium. Eine solche Interaktion sollte sich auf CellCept®
und auch auf myfortic® auswirken mit der Einschrinkung, dass die magensaftresistente myfortic®
Tablette die Mycophenolsdure nicht schon im Magen freisetzt, und im Magen folglich keine Che-

latbildung mit dem Antacidum stattfinden kann.

Mycophenolsdure wird in der Leber zu Mycophenolsdure-Glucuronid verstoffwechselt; die Plasma-
konzentrationen des Metaboliten sind um ein mehrfaches hoher als die der Muttersubstanz. Die
Kinetik von MPA-G zeigte ein analoges Bild, die Unterschiede zwischen CellCept® und myfortic®
waren jedoch geringer. Auf Grund des analogen Verhaltens erscheint es aber unwahrscheinlich,
dass die Interaktion von Pantoprazol mit CellCept® auf der Stufe des Stoffwechsels erfolgte, wie es

fiir die Interaktion von CellCept® mit Glucocorticoiden nachgewiesen wurde."”
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5.4 Die Interaktion von CellCept® bzw. myfortic® mit Pantoprazol als
Biodquivalenzproblem

Biodquivalente Medikamente gelten in der Therapie als gegenseitig austauschbar. Insofern ist es
schliissig, auch die Applikation von CellCept® oder myfortic® mit und ohne Pantoprazol als Bio-
dquivalenzproblem zu behandeln. Beim Vergleich der Bioverfiigbarkeitsparameter ergab sich unter
CellCept® zwischen Test- und Referenzmedikation eine Bioindquivalenz hinsichtlich Cpax. Das
90%-Konfidenzintervall (0.33 — 0.48) unterschritt deutlich die von EMEA und FDA geforderten
Biodquivalenzgrenzen®? von 0.80 — 1.25. Das 90%-Konfidenzintervall der AUC 2, betrug 0.65 —
0.80 und tangierte damit gerade noch die untere Biodquivalenzschranke von 0.80. Die 90%-Konfi-
denzintervalle fiir AUC; und AUC,, lagen innerhalb des Biodquivalenzbereichs, aber vollstindig
unterhalb der Paritdt von 1.0. Die Unterschiede beim Glucuronid waren geringer, im Hinblick auf

die AUC; und AUC,, waren beide Belastungsschemata biodquivalent.

Typisch fiir magensaftresistente Formulierungen (wie auch z.B. Pantozol®) zeigte myfortic® eine
erkennbar gréfere intraindividuelle Streuung der pharmakokinetischen Parameter (Cyax und
AUC5) im Vergleich zu CellCept® (vgl. Tab. 9). Ahnliche Beobachtungen wurden auch in ande-

1651 Beim Vergleich der Test- und Referenzmedikation unter myfortic® iiber-

ren Studien gemacht.
schritt bzw. unterschritt deshalb das 90%-Konfidenzintervall die Grenzen von 125% bzw. 80% bei
Cimax und AUC 5, geringfiigig. Die Punktschétzer fiir die Bioverfiigbarkeitsparameter von myfor-
tic® mit und ohne Pantozol® lagen jedoch in der Ndhe von ,,1* und eine Biodquivalenz koénnte in

diesem Fall durch geringfiigige Erh6hung der Probandenzahl nachgewiesen werden.

Die Biodquivalenzkriterien von 80-125% werden fiir alle Medikamente angewendet. Kritiker pla-
dieren fiir einen engeren Mallstab bei Substanzen mit enger therapeutischer Breite, wie z.B. Im-
munsuppressiva.® ** 3 Deshalb wurden die beiden Applikationsschemata auch auf signifikante
Unterschiede getestet. Alle untersuchten Bioverfiigbarkeitsparameter von CellCept® wurden signi-

fikant von Pantoprazol als Komedikation beeinflusst, die von myfortic® nicht.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse bestitigte sich die Hypothese, dass eine Komedikation mit
Pantozol® die Bioverfiigbarkeit von MPA aus CellCept® erniedrigt, die Plasmakonzentrationen

von MPA aus myfortic® hingegen unbeeinflusst bleiben.
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5.5 Stellenwert von Therapeutic Drug Monitoring bei der Therapie mit
CellCept® oder myfortic®

,unter Drug-Level-Monitoring versteht man die analytische Bestimmung eines Plasmaspiegels in
einem Patienten und die sich aus ihrem Ergebnis ableitende individuelle Dosierungsfestsetzung, um
einen angestrebten, gewlinschten Arzneistoffspiegel zu erzielen.* (Derendorf H, Gramatté T, Scha-
fer G. Pharmakokinetik. Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, 2002.) Drug-Monitoring hat
also zum Ziel, eine wiinschenswerte Dosis zu berechnen. Ubertragen auf die Situation im Blut soll
aus einer Konzentration auf eine zu applizierende Menge geschlossen werden. Der pharmakokineti-
sche Parameter, der die bioverfligbare Menge am besten beschreibt, ist die Flache unter der Plasma-
konzentrations-Zeit-Kurve (AUC). Aus praktischen Griinden wird meist der Plasmaspiegel vor
einer jeweiligen Applikation des Medikaments fiir das Drug-Monitoring verwendet (Talspiegel). In
diesem Zeitintervall ist der Konzentrations-Zeitverlauf am flachsten und Zeitfehler bei der Blutab-
nahme wirken sich nicht stark auf die Konzentration aus. Genau dies identifiziert aber auch einen
heiklen Punkt der Talspiegelmessungen. Es soll aus einem ,,ebenen* Konzentrations-Zeit-Verlauf
auf einen vorausgegangenen ,,gekriimmten* Konzentrations-Zeit-Verlauf geschlossen werden; oder
aus der Hohe des ,,Tals* auf die Hohe des ,,Gipfels* eines Berges. Dies kann nur gelingen, wenn der

Kurvenverlauf zwischen Tal und Gipfel nach Form und Verlauf einheitlich ist.

Um zu iiberpriifen, ob sich der Talspiegel als brauchbarer Parameter fiir das Drug-Monitoring er-
weist, wurden im Rahmen der vorliegenden Studie die pharmakokinetischen Parameter von Myco-
phenolsdure sowie die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven von Mycophenolsdure untersucht und die
Korrelationen zwischen dem Talspiegel und der AUC dargestellt. Die Ergebnisse (vgl. Tab. 9) zei-
gen das vielschichtige pharmakokinetische Verhalten der Mycophenolsdure, welches sich in der
scheinbaren Diskrepanz zwischen der Eliminationshalbwertszeit von ca. 14 Stunden und der AUC
ausdriickte. Die AUC;, betrug ca. 60% der AUC,,, d.h. es war nach 12 Stunden mehr als die Halfte
der Substanz ausgeschieden, was bei einer Halbwertszeit von 14 Stunden erst spéter zu erwarten
gewesen ware. Auffillig war auch, dass die Plasmakonzentrationen nach Einnahme von CellCept®
nach 12 Stunden gleich waren mit oder ohne Komedikation von Pantoprazol, obwohl die Peakkon-
zentrationen bei Komedikation von Pantoprazol weniger als die Hilfte der Konzentrationen bei

alleiniger Einnahme von CellCept® betrugen.

Abgesehen von unseren Beobachtungen erwiesen sich die Talspiegel von Mycophenolsdure eben-

falls in den meisten klinischen Studien an Patienten als untauglicher Surrogatparameter fiir die Bio-
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verfiigbarkeit von Mycophenolsiure.” *! Exemplarisch sei eine Studie an lebertransplantierten
Patienten zitiert, bei der die Konzentrationen von MPA 1, 2, 3, 4, 6 oder 8 Stunden nach Einnahme
von MMF besser mit der AUC ), korrelierten als die Talspiegel nach 12 Stunden.®® Die Griinde
erscheinen nach der Analyse der Plasmakonzentrations-Zeitkurve von Mycophenolséure trivial.
Der Serumkonzentrations-Zeit-Verlauf von Mycophenolsdure appliziert als Mycophenolat-Mofetil
oder als magensaftresistente Tablette Mycophenolat-Natrium zeigt im Plasma einen steilen Anstieg
und steilen Abfall der Konzentrationen mit einer Halbwertszeit von weniger als einer Stunde. Nach
6-10 Stunden zeigt sich ein zweites flaches Maximum als Ausdruck des enterohepatischen Kreis-

12,14 hanach fallen die Konzentrationen mit einer terminalen Halbwertszeit von 9-16 Stunden

laufs.
ab."*® Die Talspiegel am Ende eines 12-stiindigen Dosierungsintervalls (C2;) werden also mitbe-
stimmt durch das Ausmalf des enterohepatischen Kreislaufs und nicht nur durch die gegebene
Dosis. Interessanterweise korrelierte in der oben zitierten Untersuchung® an lebertransplantierten
Patienten auch der 8h-Wert, also der um das zweite Maximum, mit der AUC besser als Konzentra-
tionen zu anderen Messzeitpunkten. Zudem wird Mycophenolsdure immer in Kombination mit
anderen Medikamenten eingesetzt wie Ciclosporin oder Corticosteroiden, die die Pharmakokinetik

der Mycophenolsiure beeinflussen.®” ® Auch Antibiotika kénnen die Pharmakokinetik von Myco-

phenolsiure durch Hemmung des enterohepatischen Kreislaufs verandern.'

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestdtigen und erklaren am stérungsfreien Experiment mit
gesunden Probanden die in der Summe negativen Ergebnisse zur Aussagekraft des Talspiegels als
geeigneter Surrogat-Parameter fiir die Bioverfiigbarkeit von Mycophenolsidure. Die Auswertung der
pharmakokinetischen Parameter von Mycophenolsédure bei Probanden nach einmaliger Einnahme
von CellCept® oder myfortic® ergab keinen iiberzeugenden Zusammenhang zwischen der Plasma-
konzentration nach 12 Stunden (Talspiegel) und der Bioverfiigbarkeit (AUC,2n). Einzig bei alleini-
ger Einnahme von Mycophenolat-Mofetil ergab sich eine schwache, positive Korrelation

(> = 0.41), die aber durch gleichzeitige Einnahme von Pantoprazol als Storfaktor vollig zunichte
gemacht wurde (r* = 0.028). Der vereinzelt an Patienten beobachtete schwache Zusammenhang®®
mag zufillig oder durch die Mittelung der Konzentrationen bei Mehrfachgabe verursacht sein.

In Anlehnung an Ciclosporin™ ¢’

wurden als alternative Surrogatparameter statt des Talspiegels
Spitzenspiegel oder abgekiirzte AUC fiir Mycophenolsiure gepriift™. AuBer dass beim Messen der
Spitzenspiegel oder einer abgekiirzten AUC als alternative Surrogatparameter der fiir die Biover-

fligbarkeit von Mycophenolsdure wichtige enterohepatische Kreislauf ausgeblendet wird, erschwe-
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ren der schmale Kurvenverlauf der Plasmakonzentrationen von Mycophenolsdure die genaue Be-
stimmung dieser GroBen insbesondere im Falle von myfortic®, das eine variable Lag-Phase von 1-
2 Stunden zeigt. Zeitlich eng gestaffelte Blutabnahmen wéren notwendig, um die Spitzenkonzen-
tration hinreichend genau zu erfassen oder den Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf zu beschreiben,
was wiederum fiir ein praxistaugliches TDM nicht geeignet ist. Es wurden deshalb Algorithmen
vorgeschlagen, mit Hilfe mathematischer Modelle aus wenigen Plasmaproben auf die AUC,, zu

23, 30, 48, 71

schlieflen. Eine Validierung dieser Methoden steht aber noch aus; fiir myfortic® erbrachte

eine Studie nur unbefriedigende Ergebnisse.?’

50



Zusammenfassung und Schlussfolgerung

6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In zwei cross-over Studien an gesunden Probanden wurde die Bioverfiigbarkeit von Mycophenol-

sdure und seines Hauptmetaboliten Mycophenolsdure-Glucuronid nach oraler Applikation von My-

cophenolat-Mofetil (CellCept® 500) bzw. Mycophenolat-Natrium (myfortic® 360) unter gleich-

zeitiger Therapie mit einem Protonenpumpenhemmer (Pantozol®) im Vergleich zur jeweils alleini-

gen Einnahme bestimmt.

Nach Einnahme von CellCept® wurden die maximalen Plasmakonzentrationen von
Mycophenolsdure unter dem Einfluss von Pantoprazol halbiert, und die Flache unter der Kon-
zentrations-Zeit-Kurve war im Zeitraum von 0-12 Stunden - dem Dosierungsintervall unter der
Therapie - um 30% erniedrigt.

Die pharmakokinetischen Parameter von Mycophenolsdure-Glucuronid wurden gleichsinnig
beeinflusst, was eine Interaktion von Pantoprazol mit der Metabolisierung von Mycophenolsadure
- wie flir Glucocorticoide beschrieben - unwahrscheinlich macht.

Im Gegensatz zu CellCept® wurde die Bioverfligbarkeit von myfortic® durch Pantoprazol nicht
beeinflusst.

In vitro Freisetzungsversuche demonstrierten die hohe Stabilitit des magensaftresistent
formulierten myfortic® Tabletten im pH-Bereich von 1-5 und die geringe Wasserldslichkeit von
Mycophenolat-Mofetil ab pH 5.

Am storungsfreien Experiment mit gesunden Probanden wurden die in der Summe negativen
Ergebnisse zur Aussagekraft des Talspiegels als geeigneter Surrogat-Parameter fiir die

Bioverfiigbarkeit von Mycophenolsdure bestétigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit

sind vereinbar mit der Hypothese, dass ein erhohter pH-Wert im Magen die Bioverfiigbarkeit

von CellCept® beeintrachtigt.

bestitigen die Beobachtung aus klinischen Studien, dass die Komedikation von Protonenpum-
penhemmern die Bioverfiigbarkeit von CellCept® erniedrigen kann.

lassen erwarten, dass die Bioverfiigbarkeit der magensaftresistenten Tablette myfortic® nicht

durch einen hohen pH-Wert im Magen beeintrachtigt wird.
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