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1 Einleitung

Der Ersatz des erkrankten Organs durch eine Herztransplantation ist fir viele
Herzerkrankungen im Endstadium ein mittlerweile anerkanntes Behandlungsverfahren. Aber
obwohl die Transplantationsmedizin grof3e Fortschritte macht, ist der Langzeiterfolg dieser
Behandlungsmethode von Infektionen, akuten Abstof3ungsreaktionen des Transplantates
sowie durch die spezifische Transplantatvaskulopathie (im Weiteren TVP genannt) limitiert.
Das Immunsuppressivum Mycophenolatmofetil (im Weiteren MMF genannt) ist seit 1996 fir
die Nieren-, Herz- und Lebertransplantation zugelassen. Es ist mittlerweile ein wesentlicher
Bestandteil der immunsuppressiven Basistherapie. In unserem Herztransplantationszentrum
an der Universitatsklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen-Grof3hadern hat
sich die Bestimmung der Talblutspiegel des Medikaments als Monitoring-Verfahren etabliert.
Dabei wird der Spiegel des Medikaments im Blut in zwoélfstiindigen Abstanden unmittelbar
vor Gabe der nachsten Dosis bei zweimaliger oraler Gabe pro Tag bestimmt. Allerdings gibt
es Hinweise aus der Literatur, dass diese Bestimmung, die zwolf Stunden nach Einnahme
des Medikaments durchgefuhrt wird, sehr starke interindividuelle Schwankungen aufweist.
So scheint es Patienten mit schneller und mit verzdgerter Verstoffwechselung dieses
Préaparates zu geben [12, 14, 22, 40, 45, 64, 87].

Um den Bedarf dieses Immunsuppressivums exakt und individuell zu bestimmen, empfiehlt
es sich die Verstoffwechselung von MMF in mehreren aufeinander folgenden
Spiegelmessungen zu bestimmen. Hieraus kann dann die Exposition des Patienten anhand
eine Integrals, der sogenannten ,area under the curve® (im Weiteren AUC genannt),
errechnet werden.

Es gibt mehrere Studien, die eine Korrelation zwischen der Inzidenz von akuten
AbstoRRungsreaktionen und der Gesamtexposition von MMF (gemessen als AUC) belegen
[22, 29, 50, 77, 112]. Die in unserem Zentrum Ubliche Bestimmung der Talblutpiegel lasst im
Gegensatz zur AUC-Messung aber nur eine begrenzte Aussage Uber die Gesamtexposition

zu und scheint daher hinsichtlich der Prophylaxe akuter AbstoRungen unterlegen zu sein.

Diese Arbeit beschaftigt sich im Folgenden mit der Pharmakokinetik von MMF nach primérer
orthotoper Herztransplantation mit Tacrolimus (im Weiteren Tac genannt) als
Begleitimmunsuppressivum. Es soll untersucht werden, ob Patienten, die bisher aufgrund
hoher bzw. niedriger oder normaler Talblutspiegel eine niedrige bzw. hohe oder normale
MMF-Dosierung erhalten, eine ausreichende MMF-Exposition aufweisen. Aus diesen
Ergebnissen soll sodann ein Algorithmus berechnet werden, der es ermdéglicht, anhand
weniger Messungen eine Annaherung an die tatsdchliche MMF-AUC zu berechnen, um in

Zukunft die immunsuppressive Behandlung herztransplantierter Patienten zu verbessern.




Fiar die Patienten besteht der Nutzen der Ergebnisse der AUC-Untersuchungen in der
Moglichkeit einer exakteren Dosisanpassung, als dies bisher der Fall ist. Unser
langerfristiges Ziel ist eine Reduzierung sowohl von akuten Abstof3ungen als auch von

Infektionen.

1.1 Geschichte der Herztransplantation

Am 3. Dezember 1967 begann in der humanen Transplantationschirurgie ein neues
Betatigungsfeld: Die Herztransplantation. An diesem Tag gelang dem Chirurgen Christiaan
Neethling Barnard und seinem dreil3igkopfigen Team am
Groote-Schuur-Krankenhaus in Kapstadt die erste erfolgreiche
Herztransplantation am Menschen [8]. Allerdings war dies bei
weitem nicht der erste Versuch, ein Herz zu verpflanzen, denn
schon viel friher wurden im Tierexperiment
Herztransplantationen durchgefiihrt. So verpflanzten Guthrie
und Carell bereits im Jahre 1905 Gliedmal3en und sogar ganze
Organe an der Universitat von Chicago. Bei der ersten

dokumentierten Herztransplantation eines Hundes enthahm

Carrel das Herz eines kleineren Hundes und verpflanzte es in Abbildung 1: Christiaan Neethling
den Hals eines GroRReren. Bedauerlicherweise horte das Herz Bamard

nach einer Schlagdauer von etwa zwei Stunden auf zu schlagen, da das Blut in den
Herzhohlen gerann, denn Heparin und die damit verbundene Blutgerinnung sollte erst ein
Jahrzehnt spater entdeckt werden [17]. Im Jahre 1933 beschaftigten sich Mann, Priestly, und
Markowitz mit der Herztransplantation. Indem sie die Technik von Carrel und Guthrie
vereinfachten, entwickelten sie das noch heute fur immunologische Fragestellungen
verwendete Modell des perfundierten, aber nicht arbeitenden Herzen. Die transplantierten
Herzen dieser Arbeitsgruppen schlugen bis zu acht Tage. Die folgenden histologischen
Untersuchungen des Myokards ergaben eine starke Anhaufung von Leukozyten, woraus die
Untersucher folgerten, dass der Herzstillstand nicht auf chirurgisch-technische Fehler zurtick
zufulhren ist, sondern vielmehr auf einen bis dahin noch unbekannten Faktor, welcher das
Uberleben von Organen bzw. Geweben in fremden Korpern verhindert [58]. Am Ende der
50er Jahre angelangt, begann eine neue Ara der experimentellen Herztransplantation. So
wurden Herzen zum ersten Mal nicht mehr heterotop, sondern orthotop verpflanzt. Zudem
wurde die Zeit der Explantation und Implantation durch die verwendete Herz-Lungen-
Maschine Uberbriickt [82]. 1958 verdffentlichten Webb, Howard und Neely ihre Versuche.

Hierbei kihlten sie die Organe, welche sie in einem Nahrmedium aufbewahrten, auf vier




Grad Celsius ab, da sie beobachtet hatten, dass die Organe dadurch selbst nach mehr als
sechs Stunden noch funktionsttichtig waren [108].

Im selben Jahr publizierte die Arbeitsgruppe um Goldberg, Bergmann und Akman ihre
Ergebnisse einer vereinfachten Implantation des Herzens. Dabei vereinigten sie mit direkter
Naht die beiden linken Vorhofe miteinander, wodurch die bis
dahin bendtigten vier Einzelanastomosen fur die Lungenvenen
entfielen [31]. Ein Jahr darauf berichteten Cass und Brock
Uber eine weitere Vereinfachung der Implantationstechnik.

Hierbei reduzierten sie die Zahl der bendtigten Anastomosen

auf vier, indem sie beide Vorhofe miteinander verbanden, eine
Methode die bis heute praktiziert wird [18]. Obwohl alle bisher

erwahnten Arbeiten gedanklich richtig waren, blieben sie in der { ‘J‘\
Praxis erfolglos. Als im Jahre 1960 Richard Lower und r |
Norman Shumway aus der Stanford-Universitat die ersten > Norman Ermest
Langzeitergebnisse gelangen, avancierte ihre Studie zum

Meilenstein fur die orthotope Herztransplantation [57]. Auf der Suche nach neuen
myokardprotektiven Methoden erfand Shumway die lokale Herzhypothermie, wobei er auf
das ischamische Herz standig eiskalte Kochsalzlosung aufbrachte. Des Weiteren verkurzte
er die Ischamiezeit erheblich, indem er allogen verpflanzte, weil man somit mehr Gewebe
zum N&hen hatte. Weiterhin entscheidend waren seine Geschicklichkeit, die gute
Myokardprotektion sowie die Genauigkeit und Geschwindigkeit mit der Shumway nahte.
Somit betrug die Ischdmiezeit seiner acht transplantierten Hundeherzen im Durchschnitt nur
eine Stunde. Von den acht transplantierten Hunden lebten sechs bis zu 21 Tage. Aufgrund
der histologischen Untersuchungen, welche eine Infiltration mit Leukozyten zeigten, kamen
Lower und Shumway zu dem Schluss, dass das verpflanzte Organ unter der Voraussetzung
einer effektiven Immunsuppression des Empfangers ausreichend funktionieren wirde [94].
1965 berichtete Kondo aus der Arbeitsgruppe von Kantrowitz aus Brooklyn von einer
Versuchsreihe orhotoper Herztransplantationen, die mit Hilfe der tiefen Ganzkoérper-
Hypothermie an jungen Hunden durchgefuhrt wurde. Von den 37 transplantierten Tieren
lebten zwdlf langer als zwei Wochen, ein Hund Uberlebte sogar 213 Tage. Da keine
immunsuppressiven Medikamente verabreicht wurden, flhrten die Untersucher den Erfolg
auf die noch nicht vollstandig ausgereifte Immunkompetenz der Jungtiere zurtick [49].
SchlieBBlich wurde die immer deutlicher werdende Limitierung der Herztransplantation
aufgrund der Immunbarriere durch die Einfuhrung von 6-Mercaptopurin, welches aus der
experimentellen Nierentransplantation stammte, durch die Bostoner Arzte Schwartz und
Dameshek gebrochen [84]. 1959 entdeckten die beiden Wissenschatftler Hitchings und Elion

das fur die Transplantationsmedizin sehr wichtige Immunsuppressivum Azathioprin (im




Weiteren Aza genannt). Dieses war als erstes Medikament in der Lage, das Immunsystem
potent zu unterdriicken und ermoglichte somit Gberhaupt erst Transplantationen mit Aussicht
auf einen gewissen Langzeiterfolg [23, 24]. Als Erste berichteten Lower, Dong und Shumway
im Jahre 1965 von ihren Erfahrungen mit der Anwendung von Cortison in Kombination mit 6-
Mercaptopurin bzw. Aza. Die behandelten Hunde Uberlebten bis zu 250 Tage [56]. Mit dieser
Arbeit war die Grundlage fir die erste Herztransplantation am Menschen geschaffen. Wie
erwahnt gelang es dem kapstadtischen Team um Christiaan Neethling Barnard am 2.
Dezember 1967 als Erstes. Ende Dezember folgte die Transplantation von Kantrowitz [42].
Shumway, dem der eigentliche Ruhm zu gbnnen gewesen ware, flhrte seine erste
Herztransplantation im Januar 1968 durch [93]. Im selben Jahr fihrte Cabrol die erste
europaische Herztransplantation in Paris durch [15]. Die erste Herztransplantation in

Deutschland wurde 1969 von Sebening, Klinner und Zenker in Miinchen durchgefihrt [95].

1.2 Mycophenolatmofetil
1.2.1 Einleitung

Die Entwicklung von MMF hat seinen Ursprung in der Unzufriedenheit der
Transplantationsmediziner mit dem bis dahin erfolgreich eingesetzten Aza, einer Vertreterin
der de-novo-Purinsynthese-hemmenden Substanzen. Aufgrund der sehr schmalen
therapeutischen Breite waren die Arzte gezwungen das Medikament in geringen Dosen zu
verabreichen, um  schwerwiegende  Nebenwirkungen wie vor allem die
Knochenmarksdepression zu verhindern, sodass nicht immer ein ausreichend hoher
immunsuppressiver Index erzielt werden konnte. So begann man Anfang der 1980er Jahre
alternativ nach ahnlichen Substanzen mit einem breiteren therapeutischen Fenster und
einem geringeren Nebenwirkungsprofil zu suchen. In der Ciclosporin-Ara war man auf der
Suche nach einem Medikament, das man anstelle von Aza mit Ciclosporin (im Weiteren CsA
genannt) kombinieren konnte, um im Sinne einer Kombinationstherapie einen starken
immunsuppressiven Effekt bei gleichzeitig geringem Nebenwirkungsprofil zu erzielen. Mit
dieser Absicht begann man mit der Erprobung der de-novo-Purinsynthese-hemmenden
Substanzen MMF, Mizoribin und etwas spater dem magensaftresistenten Mycophenolat-
Natrium [53]. Da diese Medikamente die Inosin-5"-Monophosphat-Dehydrogenase (im
Weiteren IMPDH genannt), ein Schlisselenzym der Purinsynthese hemmen, bezeichnet
man sie auch als IMPDH-Hemmer. Durch die Hemmung der Purinsynthese kommt es dabei
zur Blockade der DNA-Synthese, da das Purin als wichtiger Nukleotidbaustein fehlt [4].
Somit entwickelte sich vor allem MMF in der Ara der Calcineurin-hemmenden

immunsupppressiven Medikamente (CsA und Tac) zu einem fihrenden Medikament.




1.2.2 Vorbemerkung

MMF ist als Produkt der Firma Hoffmann-La Roche unter dem Handelsnamen Cellcept®
erhaltlich. 1996 wurde MMF zunéachst fir die Nierentransplantation, spater auch fur die Herz-
und Lebertransplantation zugelassen. MMF ist ein Vorstufenmedikament. Es ist das
Morpholinoathylester der Mycophenolsaure (im Weiteren MPA genannt), der eigentlichen
Wirksubstanz [53].

1.2.3 Geschichte

Bereits 1896 wurde die MPA, der eigentliche Wirkstoff von MMF aus Maisbrihekulturen
isoliert [32]. Ende der 1960er entdeckte man die Eigenschaft der Substanz, das Wachstum
von Krebszellen durch die Hemmung der IMPDH zu unterdricken [28]. Da die
Bioverfugbarkeit der MPA aber zu wiinschen ubrig liel3, machten sich die Forscher Allison
und Eugui an die Entwicklung seines Morpholinodthylesters, um es als
Vorstufenmedikament eines immunsuppressiven Prdparats einsetzten zu kénnen [3]. lhre
Motivation zur Entwicklung einer neuen immunsuppressiven Substanz beruhte auf der
Tatsache, dass CsA erstens nephrotoxisch wirkte, und zweitens 40% der transplantierten
Patienten trotz der CsA-Therapie AbstoRungskrisen aufwiesen. Deshalb suchten Allison und
Eugui nach einer Substanz mit einer reversiblen zytostatischen Wirkung, d. h. die selektive
Hemmung des Wachstums von Lymphozyten. Des Weiteren sollte die Substanz weder
nephrotoxische, hepatotoxische, mutagene oder andere limitierende Eigenschaften
aufweisen. So begannen die beiden Forscher mit der Suche nach einem metabolischen
Reaktionsweg, dessen Hemmung selektiv B- und T-Lymphozyten beeinflussen sollte. lhre
Suche fluhrte sie schlie3lich zur IMPDH, das Zielenzym, welches durch die MPA gehemmt
werden sollte [3]. Kurz danach untersuchte die Arbeitsgruppe um Randall Morris in Stanford
als Erste die immunsuppressive Wirkung von MMF [68]. Der weitere Werdegang der
Substanz ist stark von dem Namen Hans Werner Sollinger gepragt. So haben wir die
Entwicklung von MMF als Immunsuppressivum bis zur Registrierung hauptséchlich ihm zu
verdanken [100].

1.2.4 Experimentelle Entwicklung

Im Jahr 1989 berichtete die Arbeitsgruppe um Randall Morris in Stanford als Erste Uber die
Anwendung von MMF in der experimentellen Organtransplantation. Dabei untersuchten sie
die Wirkung von MMF am Modell der heterotopen allogenen Herztransplantation bei der
Lewis-Ratte [68]. Hierbei konnten sie eine Verlangerung der mittleren Uberlebenszeit der
Transplantate von sechs bis zu 200 Tagen zeigen. Des Weiteren machten sie die

Beobachtung, dass man eine bereits ablaufende AbstoRungsreaktion durch die Gabe von
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MMF aufhalten konnte [69]. Weitere Versuche an herztransplantierten Ratten und nicht-
humanen Primaten (Cynomolgus-Affen) der selben Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass
MMF nicht nur in der Lage ist, die Uberlebenszeit der Transplantate zu verlangern, sondern
auch die Entwicklung der TVP in Form der Koronarsklerose zu bremsen vermag [70]. Die
entscheidenden experimentellen Ergebnisse, welche die Grundlage fir die spatere Planung
und Durchfiihrung Kklinischer Studien bildeten, wurden jedoch am Modell der experimentellen
allogenen Nierentransplantation am Hund von der Arbeitsgruppe um Hans Werner Sollinger
erarbeitet [78 - 80]. Dabei wurde MMF zunachst in Form einer Monotherapie in hoher Dosis
verabreicht. Diese Monotherapie erwies sich als zu toxisch, was sich in schweren
gastrointestinalen Komplikationen in Form von schweren hdmorrhagischen Gastritiden und
Enteritiden auRerte [80]. In folgenden Untersuchungen kam nun eine Kombinationstherapie
aus niedrig dosiertem MMF, geringen Dosen von CsA und Methylprednisolon zur
Anwendung. Dabei stellte man einen Anstieg der mittleren Transplantatliberlebenszeit von
122 Tagen im Gegensatz zu acht Tagen bei den Kontrolltieren fest [80]. Bei einer weiteren
Versuchsgruppe verabreichte man Hunden mit einer akuten Abstol3ung der allogen
transplantierten Niere MMF als ,Rettungsmedikament”. Hierbei konnte man bei 14 von 16
Tieren nach dreimaliger Gabe hoher MMF-Dosen eine vollstdndige Ruckbildung der
AbstolRungskrise beobachten [78]. Der nachste Schritt in der Entwicklung von MMF bestand
in seiner Anwendung auf dem Gebiet der Xenotransplantation. So konnte die Substanz am
Modell der Verpflanzung xenogener Herztransplantate von Cynomolgus-Affen auf Paviane
Uberzeugen: Die mittlere Transplantatiiberlebenszeit betrug bei der Kombinationstherapie
von MMF mit CsA und Prednisolon 296 Tage, wobei sowohl die Inzidenz von akuten
AbstoRungsreaktionen als auch die Ausbildung der TVP deutlich verringert werden konnte
[73]. Das chronische Transplantatversagen ist multifaktoriell bedingt. Im Mittelpunkt steht die
Proliferation glatter Muskelzellen, verursacht durch wiederholte Lasionen des Endothels [53].
Tatsachlich gibt es experimentelle Hinweise auf einen verzégernden Effekt von MMF auf die
Entwicklung der TVP. So fand man in Versuchen am Modell der Herztransplantation bei der
Ratte und bei Primaten heraus, dass die TVP durch MMF im Vergleich zur Behandlung mit
CsA oder Tac sowohl seltener auftrat als auch geringer ausgepragt war [47, 70]. Letztendlich
lasst sich folgern, dass MMF nicht nur in der Lage ist akute spezifische immunologische
Ereignisse zu unterdriicken, sondern auch die Entwicklung der chronischen TVP zu

verlangsamen vermag.

1.2.5 Struktur

MMF (C,3 Hs; NO7; Molekulargewicht 433,50 Dalton) ist der biologisch inaktive Morpholino-
Ethylester der aktiven Wirksubstanz MPA. Das Ziel der Entwicklung von MMF bestand darin,

die pharmakokinetischen Eigenschaften von MPA zu verbessern [4]. Der korrekte chemische
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Name lautet 2-(4-morpholino)ethyl-(E)-6-(1,3-dihydro-4-hydroxy-6-methoxy-7-methyl-3-oxo-
5-isobenzofuranyl)-4-methyl-4-hexenoat. Die chemischen Strukturen von MMF, MPA und

MPAG mit den Interkonversions- und Exkretionsorten zeigt die Abbildung 3.
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Abbildung 3: Chemische Strukturen von MMF, MPA und MPAG mit Interkonversions- und Exkretionsorten [3].

1.2.6 Wirkungsmechanismus

Die Wirkung der MPA beruht auf verschiedenen Mechanismen, die im Folgenden kurz

erlautert werden sollen:

a) Mogliche hemmende Wirkung von MMF auf die Prolif eration vaskularer glatter

Muskelzellen und Fibroblasten:

Man konnte in In-vitro-Versuchen eine Hemmung der Proliferation kultivierter humaner und
tierischer glatter Muskelzellen und Fibroblasten nachweisen, indem man MMF in Klinisch
Ublichen Konzentrationen verwendete [6,33]. Diese Beobachtung wurde durch
experimentelle Modelle des chronischen Transplantatversagens bestatigt. MMF erwies sich
dabei am Modell der heterogenen allogenen Herztransplantation bei der Ratte im Vergleich
zu CsA oder Tac als wirksamere Substanz im Hinblick auf die Unterdriickung der
proliferativen koronaren Angiopathie [34, 59, 67]. Am Modell der allogenen Aorta-
transplantation bei der Ratte und am Modell der xenogenen Herztransplantation bei nicht-

humanen Primaten machte man &hnliche Beobachtungen.

12



b) Hemmung der Proliferation von Lymphozyten, Hemmu ng des Purinstoffwechsels

der Lymphozyten sowie Hemmung der De-novo-Purinsynt hese:

Die immunsuppressive Wirkung von MMF geht von der MPA als der eigentlichen
Wirksubstanz aus. Der wichtigste Angriffspunkt der MPA ist die Hemmung der IMPDH, ein
Schliusselenzym der Purin-Biosynthese, welches fir die Synthese der Nukleotidbausteine
unentbehrlich ist. Durch die Hemmung der Purin-Biosynthese kommt es zur Blockierung der
DNA- und RNA-Synthese und somit zur Behinderung der Mitose, was schlielich zur

Hemmung der Proliferation der T- und B-Lymphozyten fuhrt [5, 6].

Die Herstellung von Nukleotiden, die als Einzelbausteine fir die DNA- und RNA-Synthese

dienen, kann wie in Abbildung 4 dargestellt auf zwei verschiedenen Stoffwechselwegen

erfolgen:
Widerverwertungs - De-novo -Synthese
stoffwechsel
Ribose-5P + ATP
RNA Glykoprotein - RNA
A synthese PRPP-Synthetase A
5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat
HGPRT _ (PRPP)
GTP » Guanin ATP
A PRPP A
GMP = : IMP < > AMP
Inosin-Monophosphat- Adenosin-Deaminase
Dehydrogenase (ADA)
(IMPDH)
Ribonukleotid- Ribonukleotid-
Reduktase Reduktase
\ \
dGDP MPA DNA dADP
v l
dGTP dATP

Abbildung 4: Bildung von Purinbausteinen uber die D e-novo- Synthese und iber den Wiederverwertungsstoffwechsel
IMP nimmt eine Schlusselrolle ein. Die IMPDH kataly siert die Synthese von GMP, GTP und dGTP. Diese Nuk leotide
sind fur die DNA- und RNA-Synthese in T- und B-  Lymphozyten unverzichtbar. Die IMPDH wird von der M PA gehemmt.
Die PRPP und die Ribonukleotidreduktase sind die be iden Enzyme, welche die Purinbiosynthese limitieren . lhre
Regulation erfolgt auf allosterische Weise durch Nukleotide. So werden sie durch GMP, GDP, GTP, dGDP  und dGTP
aktiviert, und von AMP, ADP und dATP gehemmt [53].
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1. Bei der De-novo-Purinbiosynthese werden Nukleotide aus einfachen Stoffwechsel-

produkten neu gebildet:

Dabei stammt das Produkt, der Fiinf-Kohlenstoff-Zucker, welches an einen Phosphatrest
gebunden ist, aus dem 5-Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat (im Weiteren PRPP genannt),
das im Pentosephosphat-Zyklus aus Ribose-5-Phosphat und ATP gebildet wird. Der
Purinring wird in mehreren Schritten aufgebaut, wobei der erste von der Glutamin-PRPP-

Aminotransferase katalysiert wird [3, 6].

. Der Wiederverwertungsstoffwechsel stellt die zweite Mdoglichkeit der Synthese von

Nukleotiden dar:

Hierbei verlauft die Synthese Uber bereits vorgefertigte Purin- und Pyrimidinbasen, die
wiederverwendet werden. Allerdings funktioniert der Wiederverwertungsstoffwechsel nur,
wenn ausreichend Thymidin und Hypoxanthin vorhanden sind. Fiur die Reaktion, welche
von der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (im Weiteren HGPRT genannt)
katalysiert wird, wird ebenfalls PRPP benétigt. Deshalb ist die ausreichende Synthese
von PRPP fir beide Reaktionswege von grofRer Bedeutung. Viel interessanter und
wichtiger ist jedoch, dass zwar ruhende Lymphozyten und andere sich rasch teilende
Zellen in der Lage sind, den Wiederverwertungsstoffwechsel zu benttzen, aktivierte T-
und B-Lymphozyten aber bei der Synthese ihrer Nukleotidbausteine fast ausschlief3lich
auf die De-novo-Purinbiosynthese angewiesen sind. Entscheidend fiir das Verstandnis
der Nukleotidsynthese ist also die Tatsache, dass die Aktivitdten der Schliisselenzyme,
welche die Umsatzrate limitieren, also die PRPP-Synthetase und die Ribonukleotid-
Reduktase von den Nukleotiden selbst allosterisch reguliert werden, z. B. durch die
Endprodukthemmung [6]. Unterstiitzt wird diese Hypothese von Experimenten, in denen
man herausfand, dass die PRPP-Synthetase in menschlichen Lymphozyten durch die
Adenosinnukleotide AMP; ADP und ATP gehemmt werden, durch die Guanosinnukleotide
GMP, GDP und GTP aber aktiviert werden. Daraus folgt, dass sowohl ein Uberschuss an
Adenosinnukleotiden als auch ein Mangel an Guanosinnukleotiden den PRPP-Pool
verringern kann - andererseits aber sowohl ein Uberschuss an dATP als auch ein Mangel
an dGTP die Aktivitat der Ribonukleotidreduktase hemmen kann [30]. Diese gerade
erwahnten Vorgénge verringern also den Bestand der Substrate, welche fir die Aktivitat

der DNA-Polymerase unbedingt notwendig sind.
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Die hier gewonnen zwei wichtigen Hypothesen sind noch einmal zusammengefasst:

a) Adaquate Konzentrationen von Guanosin- und Desoxyguanosinnukleotiden (GMP, GDP,
GTP, dGDP und dGTP) sind fur die DNA- und RNA-Synthese und des damit

verbundenen Funktionieren proliferativer Prozesse in Lymphozyten notwendig.

b) Der Uberschuss von Adenosin- und Desoxyadenosinnukleotiden (AMP, ADP, ATP, dADP

und d ATP) fuhrt zur Hemmung der Proliferation von Zellen.

Am Scheidepunkt der Purinnukleotidbiosynthese steht das Stoffwechselbaustein IMP. Es
kann entweder zu AMP umgewandelt werden, was zur Hemmung der Zellproliferation fihrt,
oder aber zu GMP konvertieren. Letzteres fihrt zur Aktivierung der Proliferation. Hierbei sind
die beiden Enzyme Adenosin-Desaminase (im Weiteren ADA genannt) und IMPDH
verantwortlich fur die Erh6hung der Konzentration der Guanosinnukleotide zu Ungunsten der
Adenosinnukleotiden in den Zellen [3]. So bildet die erhdhte Aktivitat der IMPDH neben
hohen Konzentrationen von Guanosin- und Adenosinnukleotiden die Grundlage fir die

Expansion und Proliferation der T- und B-Lymphozyten (siehe Abbildung 5) [53].

IMP ‘ Andere Zellen kénnen
den Wiederverwertungs-
stoffwechsel nutzen
1 IMPDH
A\ 4
GMP
\ 4 A 4 . .
dGDP GTP Proliferation
anderer Zellen
\ 4
dGTP
DNA RNA
) 4 ) 4
Klonale Proliferation der T- und B-Zellen

Abbildung 5: Hemmung der klonalen Proliferation der T- und B-Lymphozyten durch  die Hemmung der IMPDH durch
die MPA [53].
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Die Tatsache, dass die IMPDH in grol3eren Mengen in der Milz und im Thymus als in
anderen Geweben vorkommt, untermauert ihre Bedeutung fiir die Funktion der T- und B-
Lymphozyten [39]. Aus allen diesen Beobachtungen und Zusammenhangen folgerten Allison
und Eugui, dass sich die selektive Hemmung der IMPDH durch die MPA als zytostatischer
Effekt auf die Lymphozyten und weniger auf andere Zellen auswirken konnte [3]. Die
Forscher vermuteten aufgrund der groRen Bedeutung der Guanosin- und
Desoxyguanosinnukleotide als Aktivatoren der PRPP-Synthetase und der Ribonukleotid-
Reduktase, dass die Abnahme an GMP und somit auch an GTP und dGTP durch eine MPA-
vermittelte Hemmung der IMPDH Uber einen hohen antiproliferativen Effekt verfligen
musste. Weiterhin folgerten sie, dass dieser antiproliferative Effekt selektiv auf die
Lymphozyten wirken musste, weil diese ganz besonders im Gegensatz zu anderen sich
rasch teilenden Zellen von der De-novo-Purinsynthese abhéngig sind [3]. Die Forscher
Sintchak und Nimmesgern waren es dann, die anhand ihrer Versuche den Mechanismus der
Hemmung der IMPDH durch die MPA entschlisselten. Hierbei wird die IMPDH durch die
MPA nicht-kompetitiv gehemmt, indem sie mit dem Komplex ,IMPDH-kovalent-gebunden-an-
XMP* interagiert [96].

Des Weiteren fuhrt die MPA zur Hemmung der zentralen Phase der Alloimmunantwort bzw.
bevorzugt zur Hemmung der Lymphozytenproliferation. Hierbei vermag die MPA Uber drei
verschiedene Reaktionswege die Aktivierung, Zellteilung und Proliferation von T-

Lymphozyten am afferenten Schenkel der Immunantwort zu hemmen (siehe Abbildung 6):

1. Hemmung der Expression von kostimulierenden Molekilen CD28, CD154 (Hemmung
der Aktivierung).

2. Hemmung der Expression von Adhéasionsmolekiilen, welche an der Formierung der
immunologischen Synapse beteiligt sind (Hemmung der Aktivierung).

3.  Hemmung der De-novo-Purinsynthese (Hemmung der Zellteilung).

Verglichen mit anderen immunsuppressiven Substanzen greift die MPA also erst spat im
Zellzyklus der Lymphozyten ein. Hierbei ist der Lymphozyt bereit zur Teilung, aber es fehit
ihm an den fir die Purinsynthese notwendigen Substraten. Dies fuhrt schlielich zur
Zytostase [53]. Die Beobachtung der Arbeitsgruppe um Allison und Eugui, dass die MPA und
ihre Ester nicht nur in der Lage sind, die Proliferation der T-Lymphozyten, sondern auch die
der B-Lymphozyten zu hemmen, ist im Hinblick auf die durch Alloantikbrper vermittelten
Ereignisse nach Organtransplantation sehr wichtig [25, 57]. In vivo kann die priméare, aber
nicht die sekundare humorale Immunabwehr durch MMF gehemmt werden. Fir alle
erwadhnten antiproliferativen Eigenschaften von MMF liegt die Hauptursache in der
ausgepragten Hemmung der DNA-Synthese in Lymphozyten, herbeigefuhrt durch die
Hemmung der IMPDH durch die MPA und den folgenden Mangel an dGTP [3].
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Abbildung 6: Hemmung der Aktivierung, Zellteilung u nd Proliferation von T- Lymphozyten am afferenten Schenkel der
Immunantwort durch die MPA Uber dre i Reaktionswege: I) Hemmung der Expression kostimul ierender Molekile (CD28,
CD154); II) Hemmung der Expression von Adhasionsmol ekilen, welche an der Formierung der immunologische n
Synapse beteiligt sind; 11l) Hemmung der De-novo-Pu  rinsynthese [53].

Es gibt neuere Erkenntnisse, die darauf hinweisen, dass der immunsuppressive Effekt von
MMF nicht nur auf seine zytostatischen Eigenschaften, welche die Zellteilungsvorgange in
der zentralen Phase der Alloimmunantwort beeinflussen, beruht. Zur Diskussion stehen
weitere Angriffspunkte wie die Herunterregulierung bzw. Hemmung molekularer Prozesse
am afferenten Schenkel der Alloimmunantwort, und zwar in der Initialphase der
Alloerkennung und -aktivierung im Zuge der Interaktion von Antigen-prasentierenden

dendritischen Zellen einerseits und T-Lymphozyten andererseits.
Diese laufen auf drei molekularen Ebenen ab [53]:

1. Interaktion des Allopeptid/MHC-Komplexes auf der dendritischen Zelle mit dem T-Zell-
Rezeptor auf der T-Zelle.
Interaktion von kostimulierenden Molekdlen.

3. Interaktion von Adhasionsmolekilen auf beiden Zelltypen.
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1.2.7 Klinische Entwicklung und Therapie bei Organt  ransplantationen
1.2.7.1 Wirksamkeit

Am Transplantationszentrum in Madison, Wisconsin begann die klinische Entwicklung von
MMF, da hier am meisten Erfahrung in experimentellen Tierversuchen mit der Substanz
gesammelt worden war. Da das urspringliche Konzept, MMF als alleiniges
Immunsuppressivum  zu entwickeln, an seinen ausgepragten gastrointestinalen
Nebenwirkungen bei den Versuchen mit Hunden gescheitert war, entschloss sich die
Arbeitsgruppe um Hans Sollinger das Medikament als zusatzliches Immunsuppressivum in
einer Kombinationstherapie mit CsA und Kortikosteroiden in angemessenen und
ungefahrlichen Dosen zu erproben. Ziel und Inhalt der Studie war die Demonstration einer
starkeren immunsuppressiven Wirksamkeit der Kombinationstherapie von MMF und CsA im
Vergleich zu einer Therapie mit Aza und CsA gemessen an der effizienten Reduktion akuter
AbstofRungskrisen [53]. Die ersten klinischen Phase-I-Studien in Madison wurden bei
nierentransplantierten Patienten mit der Absicht der Dosisfindung durchgefiihrt. Dabei wurde
frih die Abhangigkeit der Wirksamkeit und der Nebenwirkungen von der Dosis bemerkt.
Schlielich stellte sich die Tagesdosis von 2 bis 3 Gramm als Bereich mit einer
zufriedenstellenden Wirksamkeit und guter Vertraglichkeit heraus [98, 21]. Aus diesen
Erfahrungen erwuchs eine multizentrische klinische Pilotstudie in den USA, in der MMF als
.Rettungsmedikament® bei nierentransplantierten Patienten zum Einsatz kam. Dabei
verabreichte man 75 Patienten mit steroidresistenter oder sogar OKT3-resistenter,
histologisch gesicherter Abstof3ungskrise taglich 2 bis3 Gramm MMF zusétzlich zur
Basistherapie mit CsA und Steroiden. Bei 69% der Patienten konnte damit eine drohende
Transplantatabstol3ung abgewendet werden [97]. Eine weitere Pilotstudie mehrerer Zentren
verglich die AntiabstoBungstherapie von MMF mit der einer hochdosierten
Steroidbehandlung bei 150 nierentransplantierten Patienten. Auch hier konnte MMF die
AbstoRRungsrate wirksam eindammen [102]. In diesen ersten Studien beobachtete man

gastrointestinale Beschwerden und Leukopenien als dominierende Nebenwirkungen.

In den ersten klinischen Studien auf dem Gebiet der Herzchirurgie wurde das Medikament
CsA-behandelten Patienten bei lebensbedrohlichen therapieresistenten Abstol3ungskrisen
statt Aza verabreicht. Bei 75% erreichte man eine Konversion, wobei keine

schwerwiegenden Nebenwirkungen auftraten [46].

Diese erfolgreichen ersten klinischen Studien bildeten die Grundlage fiir die Konzipierung
grol3er internationaler, prospektiver, randomisierter Doppelblindstudien. Drei solcher Studien
wurden zuerst bei nierentransplantierten Patienten durchgefiinrt. Dabei wurden die
Ergebnisse aus den friheren klinischen Studien bestatigt, wodurch einer schnellen

Zulassung des Medikaments auf dem Gebiet der Nierentransplantation nichts mehr im Wege
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stand. Die amerikanische klinische Prifung erfolgte an 499 nierentransplantierten Patienten.
Dabei wurde allen Patienten initial CsA und Steroide als Dauermedikation verabreicht. Sie
erhielten zusatzlich voriibergehend einen polyklonalen Anti-T-Zell-Antikorper. Als néachstes

wurden die Patienten unter drei Therapiemodalitaten randomisiert [99]:

1. Aza-Therapie
2. MMF-Gabe in der Dosis von 2 Gramm téglich
3. MMF-Gabe in der Dosis von 3 Gramm téglich

Der primare Endpunkt der Studie war das Ereignis eines Therapieversagens
(,Wirksamkeitsversagens"), welches sich zusammensetzte aus:

1. Inzidenz akuter AbstoRungskrisen

2 Todesfalle von Patienten

3.  Transplantatverlust
4

Sonstige Ursachen eines Therapieversagens

Das Ergebnis war zufriedenstellend, denn AbstoRungskrisen bzw. Therapieversagen waren
in der Gruppe der Patienten, die mit MMF behandelt wurden, signifikant reduziert. Hierbei
lag die Inzidenz akuter Abstol3ungskrisen bei 20% (2 Gramm Tagesdosis) bzw. 18% (3
Gramm Tagesdosis) verglichen mit der Aza-behandelten Vergleichsgruppe, bei der die
Inzidenz akuter Abstof3ungskrisen bei 38% lag (siehe Abbildung 7). Allerdings wurde bei den
MMF-behandelten Patienten ein erhdhtes Auftreten von Diarrhéen, CMV-Infektionen und
Leukopenien beobachtet [99]. Der Unterschied der européischen klinischen Prifung, die an
491 nierentransplantierten  Patienten  vorgenommen  wurde, bestand in der
Induktionstherapie, wobei man hierbei auf die Gabe eines Anti-T-Zell-Antikdrpers
verzichtete. Alle Patienten erhielten CsA und Steroide als Dauertherapie. Des Weiteren
erfolgte die Testung nicht gegen Aza, sondern gegen ein Plazebo. Die Randomisierung

erfolgte ebenfalls nach drei Therapiemodalitaten:

1. MMF-Gabe in der Dosis von 2 Gramm taglich
2. MMF-Gabe in der Dosis von 3 Gramm téglich
3. Plazebo-Gabe

Auch hier konnte die Inzidenz von akuten AbstoBungskrisen und Therapieversagen
verringert werden, denn histologisch gesicherte Abstof3ungsepisoden erlitten nur 17% (2
Gramm Tagesdosis) bzw. 14% (3 Gramm Tagesdosis) der MMF-behandelten Patienten im
Vergleich zu 46% bei den plazebobehandelten Patienten (siehe Abbildung 5) [26].

Die umfangreichste klinische Prifung von MMF erfolgt in einer trikontinentalen Studie an
nierentransplantiereten Patienten, an der sich 21 Transplantationszentren aus Europa,
Australien und Kanada beteiligten. Man verzichtete auch hier auf die initiale Verabreichung

eines T-Zell-Antikdrpers. MMF wurde sodann in zwei verschiedenen Dosen (2 und 3 Gramm
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Tagesdosis) im Rahmen eines Dreimedikamentenprotokolls gegen Aza getestet. Den
Studienendpunkt stellte wiederum die histologisch gesicherte akute Absto3ungskrise bzw.
das Therapieversagen (,Wirksamkeitsversagen“) aus einem anderen Grund dar. Das
Ergebnis der Studie war wie erwartet ahnlich der Ergebnisse der vorangegangenen Studien,
denn die Inzidenz der akuten Abstol3ungskrisen fiel bei der MMF-Therapie mit 20% (2
Gramm Tagesdosis) bzw. 30% (3 Gramm Tagesdosis) im Vergleich zu 36% unter der Aza-
Therapie signifikant niedriger aus [103]. Allerdings spiegelten die 3-Jahres-Ergebnisse der
Studie unter der Erhaltungstherapie mit CsA, MMF und Steroiden im Vergleich zur Therapie
mit CsA, Aza und Steroiden keine signifikant verbesserten Uberlebenszeiten wieder [62].
Der Versuch die Ergebnisse aus diesen drei Studien zu poolen enthillte ebenfalls
interessante Erkenntnisse. Bei 1493 Nierentransplantierten betrug dabei die 1-Jahres-
Uberlebensrate 90% bei der 2 g/d-MMF-Gruppe, 89% bei der 3 g/d-MMF-Gruppe, und 88%
bei der gepoolten Placebo- und Aza-Gruppe. Die Transplantatverlustrate aufgrund einer
AbstoRung betrug in der gepoolten Plazebo-und Aza-Gruppe 6%, und war somit signifikant
hoher als in der 2 g/d-MMF-Gruppe mit 4% bzw. in der 3 g/d-MMF-Gruppe mit 3% (siehe
Tabelle 1) [36].

Zusammenfassend kann man sagen, dass MMF in der Kombination mit CsA und Steroiden
im Vergleich zur Therapie mit CsA, Aza und Steroiden bei nierentransplantierten Patienten
einen klinisch nachweisbaren starkeren immunsuppressiven Effekt besitzt. Die Indikation
von MMF ist immer dann gegeben, wenn ein hoher immunsuppressiver Index gefragt ist,
z. B. bei immunologischen Risikopatienten, denen eine Nierentransplantation bevorsteht,

oder nach Herz- und Lebertransplantation [53].
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Plazebo - und 2-g/d-MMF- 3-g/d-MMF-

Azathioprin-Gruppen Gruppen Gruppen
1-Jahres-Transplantatiiberleben 88% 90% 89%
Transplantatverlustrate auf dem 6% 3% 4%

Boden einer akuten Absto3ung

Tabelle 1: Gepoolte Daten der drei Zulassungsstudie  n mit MMF bei insgesamt 1493 nierentransplantierten  Patienten
unter CsA/Steroid-Therapie [36].

Demgegentiber steht der Preis der starkeren Immunsuppression in  Form von
opportunistischen Infektionen oder malignen Erkrankungen. Die klinische Erprobung von
MMF auf dem Gebiet der Herztransplantation erfolgte durch eine internationale prospektive
randomisierte Studie, an der 28 Zentren teilnahmen. Dabei wurden insgesamt 650 Patienten
entweder mit CsA, MMF und Steroiden oder mit CsA, Aza und Steroiden behandelt. Dabei
konnte unter der MMF-Therapie sowohl die 1-Jahres-Mortalitat nach Transplantation von
11% auf 6% als auch die Inzidenz von akuten Abstof3ungskrisen in den ersten sechs
Monaten nach Transplantation von 74% auf 66% signifikant reduziert werden. Allerdings
erkrankten die mit MMF behandelten Patienten haufiger an opportunistischen Infektionen
und gastrointestinalen Erkrankungen [48]. Die Kombination von MMF mit CsA und Steroiden
ist bereits weltweit an vielen Zentren bei den verschiedenen Formen der
Organtransplantation eingesetzt worden. Die Anwendung von MMF ist dabei einerseits
indiziert, wenn man sich die Steigerung des immunsuppressiven Index als Ziel setzt, und
andererseits, wenn man die Einsparung bzw. das Absetzen von Steroiden und/oder CNI-
Substanzen erzielen mochte. In monozentrischen Studien mit dem Ziel der Erhdhung des
immunsuppressiven Index sind in den vergangenen Jahren die auf MMF basierenden
Kombinationsprotokolle dominierend. Dabei wird MMF statt Aza in Kombination mit einem
CNI-Medikament verabreicht, um akute Abstof3ungskrisen wirksam zu vermeiden [53]. In
unserem Herztransplantationszentrum an der Universitatsklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat in Munchen-GrofRhadern verwenden wir in diesem Sinne seit Jahren erfolgreich
MMF in Kombination mit Tac [63]. Das Préaparat wird aber auch dann eingesetzt, wenn man
Steroide oder CNI-Substanzen einsparen, absetzen oder erst gar nicht verabreichen
mochte. Das Ziel dieses Therapiekonzeptes ist die Vermeidung von Steroid- und
Nephrotoxizitat und bei einer Langzeittherapie eventuell auch die Vermeidung von

Atherogenitat und Fibrogenitat.

Auf dem Gebiet der Herztransplantation konnten Langzeituntersuchungen an
herztransplantierten Patienten durch die Analyse von Daten aus dem gemeinsamen

amerikanischen Herz-/Herz-Lungen-Transplantations- und UNOS-Thoraxregister
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(ISHLT/UNOS-Thoracic Registry) zeigen, dass eine MMF-Therapie, anstatt der Aza-
Behandlung zusétzlich zur CNI-Basistherapie das Uberleben der Patienten und ihrer

Transplantate signifikant verlangerte [38, 43].

1.2.7.2  Vertraglichkeit und Nebenwirkungen

Gastrointestinale Beschwerden wie Oberbauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und
Diarrh6en sind die am haufigsten beobachteten Nebenwirkungen von MMF bei Patienten.
Leider ist die Entstehung dieser Unvertraglichkeitsreaktionen nicht vollstandig aufgeklart. Zur
Diskussion stehen unspezifische Mechanismen, die Uber gastrointestinale Infektionen
ablaufen sollen, verursacht durch die Immunsuppression von MMF [10]. Als viel
wahrscheinlicher wird aber ein direkter toxischer Effekt von MMF auf die Darmwand
angenommen, denn man kennt aus zahlreichen experimentellen Studien die Toxizitat von
MMF auf den Gastrointestinaltrakt [53]. Beispielsweise fiihrte bei Hunden eine tagliche orale
MMF-Dosis von 60 Milligramm pro Kilogramm Kdrpergewicht zu schweren hdmorrhagischen,
erosiv-nekrotisierenden Gastroenteritiden. Bei Mausen wurde die Hemmung der Proliferation

basaler Epithelzellen durch hohe MMF-Dosen nachgewiesen [6].

Wenn man von der Hemmung der De-novo-Purinsynthese ausgeht, erscheint es durchaus
maoglich, dass nicht nur Lymphozyten, sondern auch andere Zellen wie die Enterozyten
betroffen sein kdnnen. Tats&chlich beruhen 50% des Stoffwechsels von Enterozyten auf der
De-novo-Purinsynthese [4, 5]. So erscheint es durchaus mdglich, dass die gastrointestinalen
Nebenwirkungen von MMF auf diese Weise entstehen, z. B. durch eine anhaltende
Hemmung der IMPDH in Kombination mit dem Zusammenbruch des intrazellularen nutritiven

Stoffwechsels in Enterozyten [53].

Des Weiteren sind hamatologische Erkrankungen wie Thrombozytopenien, Leukopenien
bzw. Panzytopenien ebenfalls typische Nebenwirkungen von MMF. Meistens treten diese
aber nur in Verbindung mit anderen knochenmarkdepressiven Medikamenten auf.
Glucklicherweise sind die beschriebenen Nebenwirkungen aber meistens mild und kénnen
sehr gut durch eine Anderung der Dosis beherrscht werden. Deshalb ist ein voélliges
Absetzen des Medikaments nur sehr selten indiziert, und wenn doch, dann wegen
therapieresistenten Diarrhden. Das Auftreten von opportunistischen Infektionen ist nur im
Rahmen von Kombinationstherapien mit anderen Préparaten beschrieben worden, weshalb
eine sichere Zuschreibung dieser Nebenwirkung zu MMF nicht mdglich ist [53]. In der
folgenden Tabelle sind die in den grol3en internationalen Studien aufgetretenen

Nebenwirkungen von MMF dargestellt.
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Organsystem Nebenwirkungen

Gastrointestinaltrakt Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhg, Candidose
Nieren und Urogenitaltrakt Harnwegsinfektion

Blut- und Lymphsystem Thrombozytopenie, Leukopenie, Andmie

Haut- und Anhangsgebilde Herpes zoster, Herpes simplex

Kdrper allgemein Sepsis

Tabelle 2: Wahrscheinliche oder méglicherweise mit MMF verbundene Nebenwirkungen, die bei Patienten im Rahmen
von Herz-, Nieren-, oder Lebertransplantation in ei ner Kombinationstherapie mit CsA und Kortikosteroid en

beschrieben wurden und mit einer Inzidenz von minde  stens 10% vorkamen [53].

1.2.8 Therapeutische Arzneimitteliiberwachung
1.2.8.1 Vorbemerkung

Im Rahmen der gro3en Zulassungsstudien von MMF wurden seine pharmakokinetischen
Eigenschaften ganz im Gegensatz zu den CNI-Substanzen zunachst nicht bericksichtigt,
obwohl man sich bereits der Wichtigkeit einer therapeutischen Medikamenten-Uberwachung
(engl. TDM = therapeutic drug monitoring) fir den erfolgreichen Einsatz von
immunsuppressiven Medikamenten bewusst war. So verabreichte man den Studienpatienten
das Medikament in fixen Dosen von 2 oder 3 Gramm taglich. Der Grund fur den Verzicht auf
blutspiegeladaptierte Dosierungen des Medikaments waren moglicherweise das Fehlen
optimaler kommerziell verfligbarer Analysemethoden oder aber auch die Tatsache, dass das
regelmafRige Medikamenten-Monitoring eine Erhéhung der Behandlungskosten zur Folge
hatte. In vielen Zentren ist das regelmaRige Medikamenten-Monitoring der IMPDH-
hemmenden Medikamente auch heute noch keine anerkannte Routine, jedoch sprechen
immer mehr Daten aus klinischen Studien fir den Sinn einer therapeutischen

Medikamenten-Uberwachung [53].

1.2.8.2 Pharmakologische Eigenschaften der MPA

MMF ist der Morpholinoathylester der MPA mit der Summenformel Cy; Hsz; NO; bei einem
Molekulargewicht von 433,50 Dalton. Die Wasserloslichkeit des weif3en oder weil3lich-
kristallinen Pulvers betragt 43 pg/ml bei einem pH-Wert von 7,4. Man kann die Substanz in
vier verschiedenen Formen verabreichen: Kapseln zu 250 Milligramm, Tabletten zu 500
Milligramm, als Pulver Herstellung einer Infusionslésung und ebenfalls als Pulver zur
Herstellung einer Suspension fur die orale Verabreichung [53]. Abbildung 8 zeigt eine

schematische Darstellung der verschiedenen Absorptionswege der MPA.
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CellCept (MMF) is converfed
to MPA presystemically

e MPA is metabolised to
MPAG

MPAG is converted

to MPA via enterohepatic
recirculation, which

then enters the systemic
circulation

Abbildung 8: Schematische Darstellung der verschied enen Absorptionswege der MPA [2].

a) Resorption:
MMF wird nach oraler Gabe als ,Prodrug” innerhalb einer Stunde nahezu vollsténdig
resorbiert. Es wird durch die prasystemische Metabolisierung, z. B. in der Leber, schnell
und vollstandig zum aktiven und eigentlich immunsuppressiv wirksamen Metaboliten MPA
umgewandelt. Hierbei besteht eine ungefahre Proportionalitdt zwischen dem erreichten
Blutspiegel und der verabreichten Dosis. Die Bioverfuigbarkeit von MMF betragt 94% [13,
87].

b) Verteilung:

MMF wird innerhalb von zwei Stunden nach dem Erreichen der maximalen
Blutspiegelkonzentration umverteilt. Anhand von Isotopenuntersuchungen wurde gezeigt,
dass sich die Substanz stark in Magen, Darm, Leber und Nieren anreichert. Diese sind an
der Resorption, Verstoffwechselung und Elimination in erheblichem Malf3e beteiligt. Hohe
Konzentrationen finden sich aber auch in den Organen des lymphatischen Systems wie
Milz, Thymus und Knochenmark. Eine geringe Konzentration findet man dagegen im
Gehirn [53].

c) Metabolismus:
Das Enzym UDP-Glukuronosyltransferase katalysiert im Organismus die Metabolisierung
von MPA zum pharmakologisch inaktiven Mycophenolsaure-Glukuronid (engl. MPAG =
mycophenolic acid glucoronid, siehe Abbildung 9). Diese Umwandlung findet
hauptsachlich im Magen-Darm-Trakt und in der Leber statt, wobei mdglicherweise auch
die Nieren beteiligt sind [53]. Fur die Pharmakokinetik ist weiterhin die Tatsache, dass die
MPA im enterohepatischen Kreislauf (engl. EHC = enterohepatic (re-)circulation) zirkuliert,
sehr wichtig. Zunéchst wird das in der Leber gebildete MPAG durch die




d)

Gallengangsepithelien in die Galle transportiert. Uber die Galle gelangt die Substanz nun
in den Intestinaltrakt. Hier wird die MPAG durch das Enzym Glukuronidase, welche von
den ansassigen Bakterien gebildet wird, wieder in die aktive Form MPA konvertiert. Die
MPA gelangt nun wieder in den Blutkreislauf und verursacht einen zweiten Anstieg sechs

bis zwolf Stunden nach Einnahme [53].
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Elimination:
Die Elimination bzw. Exkretion von MPAG erfolgt zu 85% im Urin, der Rest wird mit dem

Stuhl ausgeschieden [53].

Interaktionen mit Medikamenten:

Fur MMF sind Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten beschrieben worden (siehe
Tabelle 3). Colestyramin und Antazida vermindern die Resorption von MPA, was eine
supprimierte MPA-Exposition zur Folge hat. Metronidazol unterdrickt die Zirkulation im
EHC infolge der Hemmung der bakteriellen Glukuronidase und bewirkt somit ebenfalls
eine Suppression der MPA-Exposition. Die MPA-Exposition wird auch durch die
zusatzliche Gabe von CsA verringert. Man nimmt an, dass CsA den Transport von MPAG
von den Hepatozyten in die Galle hemmt und somit den EHC behindert. Die gleichzeitige
Gabe von Tac und Sir hingegen hat offenbar keinen Einfluss auf die Pharmakokinetik von
MMEF. Fir die klinische Praxis der immunsuppressiven Kombinationstherapie folgt daraus,
dass die MMF-Dosen in Kombination mit Tac oder Sir geringer sein kdnnen als bei einer

gleichzeitigen Therapie mit CsA [53]. Diese Tatsache wurde in einer klinischen Studie an
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nierentransplantierten Patienten bestatigt, wobei sich herausstellte, dass die MMF-
Tagesdosis von 1,5 Gramm in einer Kombinationstherapie mit Tac oder Sir die gleiche
MPA-Exposition erreichte wie unter einer Kombinationstherapie mit CsA mit der

Tagesdosis von 2 Gramm [66].

Medikament Interaktionen bei gleichzeitiger Verabreichung

Aluminium- oder magnesiumhaltige Rickgang der Absorption von MMF

Antazida

Colestyramin Nach Verabreichung einer Einzeldosis von 1,5 g MMF an
gesunde Patienten, die 4 Tage lang mit 3 x taglich 4 g
Colestyramin vorbehandelt worden waren, ging die MPA-
AUC um 40% zuriick

Metronidazol Verringerung der MPA-AUC

Ciclosporin Verschiedene Studien haben gezeigt, dass CsA die MPA-
AUC um 19-38% verringert

Tacrolimus Keine Interaktionen bekannt

Sirolimus Keine Interaktionen bekannt

Aciclovir Beobachtung hoéherer Plasmakonzentrationen von MPAG

Ganciclovir Erhéhung der Plasmakonzentrationen von MPAG und

Ganciclovir, da beide um die renale tubulare Sekretion
konkurrieren. Eine veranderte Pharmakokinetik von MPA

konnte nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 3: Medikamenten-Interaktionen mit MMF, die  in Studien beobachtet wurden [53].

1.3 Fragestellung

An unserem Zentrum ist das Immunsuppressivum MMF mittlerweile ein wesentlicher
Bestandteil der immunsuppressiven Basistherapie bei Patienten nach orthotoper

Herztransplantation.

Es gibt mehrere Studien, die eine Korrelation zwischen der Inzidenz von akuten
AbstoRRungsreaktionen und der Gesamtexposition von MPA, gemessen als AUC, belegen.
Diese Studien wurden mit festen Dosierungen von MMF durchgefihrt [22, 29, 64, 77, 112].
Die in unserem Zentrum Ubliche Bestimmung der Talblutspiegel, die zwdlf Stunden nach
Einnahme des Medikaments durchgefihrt wird, lasst im Gegensatz zur AUC-Messung nur
eine begrenzte Aussage Uber die Gesamtexposition zu und scheint hinsichtlich der

Prophylaxe akuter AbstoRungsreaktionen unterlegen zu sein.
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Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob Patienten, die bisher aufgrund hoher
bzw. niedriger oder normaler Talblutspiegel eine niedrige bzw. hohe oder normale MMF-
Dosierung erhalten, eine ausreichende MPA-Exposition aufweisen. Aus diesen Ergebnissen
soll sodann ein Algorithmus berechnet werden, der es ermdglicht, anhand weniger
Messungen eine Anndherung an die tatsachliche MPA-AUC zu berechnen, um in Zukunft die

Behandlung herztransplantierter Patienten zu verbessern.

Fur die Patienten besteht der Nutzen der Ergebnisse der AUC-Untersuchungen in der
Mdglichkeit einer exakteren Dosisanpassung, als dies bisher der Fall ist. Dadurch wird eine

Reduzierung sowohl von akuten Abstof3ungen als auch von Infektionen angestrebt.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Allgemeines

Bei der Studie handelte es sich um eine kontrollierte, offene prospektive Studie. Die zu
untersuchenden Patienten rekrutierten sich aus den herztransplantierten Patienten, die sich
in unserer regelmafligen Nachsorge befinden. Die Mehrzahl dieser Patienten nimmt
regelmalig MMF als Basisimmunsuppressivum. Fester Bestandteil der Nachsorge sind
jahrlich durchzufihrende Screening-Untersuchungen. Im Rahmen dieser stationdren
Aufenthalte wurden die Messungen durchgefihrt.

Das Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie liegt von allen Patienten vor. Die

Zustimmung zum Studienvorhaben wurde von der Ethikkommission erteilt.

2.2 Patientenauswabhl

Uber einen Rekrutierungszeitraum von 18 Monaten wurden insgesamt 30 Patienten in die
Studie aufgenommen. Dabei wurden ein Patient wegen fehlender Blutproben und ein

weiterer wegen vertauschten Proben von der Studie ausgeschlossen.

a) Einschlusskriterien:
- Patienten = 18 Jahre bei Z.n. Herztransplantation, die sich in regelmafigen
Abstanden in unsere Nachsorge begeben.
- Patienten, die ihr schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme gegeben haben.
- Patienten, die mindestens ein Jahr nach Herztransplantation zur
Routinenachsorgeuntersuchung einbestellt wurden.

- Patienten, die als zusatzliches Immunsuppressivum Tac einnehmen.

b) Ausschlusskriterien:

- Patienten mit signifikant erhohten Entzindungsparametern (CRP > 1mg/dl) oder
nachgewiesenen Infektionen.

- Patienten die an anderen Studien teilnehmen bzw. An Arzneimittelprifungen
teilgenommen haben, die weniger als 28 Tage mit Beginn dieser Studie
zurtckliegen.

- Patienten mit bestehender Diarrho oder Erbrechen.

- Patienten, die mit Kortikosteroiden behandelt werden.

- Patienten mit fortgeschrittener Niereninsuffizienz (Glomerulare Filtrationsrate <
40ml/min).
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2.3 Zeitpunkt der Messungen

Im Rahmen der jahrlichen Nachsorge erhielten die Patienten eine Venenverweilkanile und
eine Routineblutentnahme mit Medikamentenspiegelbestimmung. Im Rahmen der Studie
wurden zu bestimmten Zeitpunkten zusatzliche  Medikamentenspiegelkontrollen
durchgefuhrt. Insgesamt wurde an zehn definierten Zeitpunkten je 2 Milliliter Probenblut
entnommen, wobei die erste Probe Bestandteil der Routine nach Herztransplantation ist. Die

Beobachtungsdauer betrug pro Patient zwdlf Stunden.
Die Zeitpunkte der Messungen im Einzelnen:

Predose, unmittelbar vor Einnahme der halben Tagesdosis von MMF
Messung 30 Minuten nach Einnahme
Messung 60 Minuten nach Einnahme
Messung 2 Stunden nach Einnahme
Messung 3 Stunden nach Einnahme
Messung 4 Stunden nach Einnahme
Messung 6 Stunden nach Einnahme

Messung 8 Stunden nach Einnahme

© ©® N o g w NP

Messung 10 Stunden nach Einnahme

[EnY
©

Messung 12 Stunden nach Einnahme

2.4 Methodik

2.4.1 Methoden zur Messung der Mycophenolsdure im P lasma

Fur die Bestimmung der MPA-Plasmakonzentration stehen spezifische und verlassliche
HPLC-Methoden (engl. HPLC = high performance liquid chromatography) und ein
homogener Immunoassay (engl. EMIT= enzyme-multiplied immunoassay technique) zur
Verfligung. Zusatzlich wurde fir die gleichzeitige Bestimmung der Séaure und ihrer
Metaboliten eine weitere spezielle Methode, ein ,reversed-phase* HPLC-Verfahren
entwickelt [53]. Der automatisch durchfihrbare EMIT-Test verwendet einen gegen MPA
gerichteten Antikorper. Seine Vorteile liegen in der einfachen Handhabung, in der taglichen
Routine sowie in der schnellen Lieferung der Ergebnisse. Im Vergleich zur HPLC misst man
aber mit dem EMIT-Test hohere MPA-Konzentrationen, wahrscheinlich wegen der
Kreuzreaktionen mit Glukuronid-Konzentrationen oder anderen Metaboliten [9, 83, 92]. Aus
diesem Grund entschieden wir uns fir die HPLC zur die Bestimmung der MPA-

Plasmakonzentration.
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2.4.1.1 Grundlage chromatographischer Analysemethod en

Chromatographische Analysemethoden wie die HPLC beruhen auf der Seperation von
konstituierenden Einzelsubstanzen eines Untersuchungsmaterials durch unterschiedliche
Adsorption an definierten Oberflachen und deren folgende spezifische Detektion. Dabei wird
die flussige oder gasférmige mobile Phase, welche die Probe aufnimmt Uber eine in einer
Saule fixierte stationare Phase geleitet. Je nach Intensitat der Wechselwirkung zwischen
Analyt, mobiler und stationarer Phase verlassen dann die Einzelstoffe der Probe die
Trennsaule (Eluation), wobei sich fir jeden Einzelstoff eine charakteristische zeitliche
Sequenz ergibt. Im Chromatogramm, in dem die Zeit auf der x-Achse gegen das
Detektionssignal auf der y-Achse aufgetragen ist, ergibt jeder sauber getrennte Einzelstoff
einen Peak. Um nun die Quantitat eines Einzelstoffes zu messen kann man entweder die
Flache unter seinem Peak oder die Hohe des Peaks messen und diese mit
Kalibrationsmethoden in Beziehung setzen. Allerdings muss vor der chromatographischen
Analyse eine analytspezifische Probenvorbereitung durchgefihrt werden, um interferierende

Matrixbestandteile (Proteine u. a.) abzureichern und den Zielanalyten aufzureichern [105].

Chromatogramm

Probengeber Trennnséule A

und Pumpe ﬁ

Stoffgemisch LR

Signal

Substanz 3

Substanz 2

Substanz 1

e » el Substanz1

Trennung
[ ]
L]

A & & Substanz2

Substanz 3

Zeit
Deteltor, —— | Datensystem J

Abbildung 10: Grundprinzip der Chromatographie.

2.4.1.1.1 High performance liquid chromatography (H PLC)

Bei der HPLC besteht die mobile Phase aus wassriger Pufferlosung und organischem

Losungsmittel. Die stationare Phase wird von der Oberflache sehr dicht gepackter Partikel in




einer Stahlkartusche gebildet (haufig Kohlenwasserstoffketten an Silica-Partikeln). Nun wird
die mobile Phase mit einer Flussrate von etwa 1 Milliliter pro Minute unter hohem Druck (50
bis 150 bar) durch die gefillten Trennsaulen-Kartuschen gepumpt. Ein Autosampler, der von
einer Chromatographiesoftware gesteuert wird, steuert die Probenaufgabe, so dass mehrere
Analysenldufe automatisiert ablaufen kdnnen. Dabei wird ein Teil der Probe (10 bis100
Mikroliter) mittels eines speziellen Schaltventils im Autosampler in den Hochdruck-
Flissigkeitsstrom eingebracht und der Trennsaule zugefuhrt. Bei der Trennung wird der
Druck des Flussigkeitsstroms kontinuierlich abgebaut und der getrennte Stoff strémt aus der
Saule um zum Detektor geleitet zu werden. Dabei eluieren lipophile Substanzen friher, da

sie eine intensivere Wechselwirkung mit der stationaren Phase eingehen [105].

a) Detektion:

Es gibt drei unterschiedliche Methoden zur Detektion der eluierenden Substanz:

1. UV-VIS-Detektion:
Hierbei werden unterschiedliche Stoffe anhand ihrer unterschiedlichen
Absorptionsmaxima bei bestimmten Wellenlangen mit Hilfe von
Transmissionsphotometern, die im ultravioletten bis in den sichtbaren
Wellenlangenbereich des Lichtes arbeiten, erkannt. Die einzige Voraussetzung fir
die Erkennung einer Substanz ist dabei das Vorhandensein UV-aktiver

Doppelbindungen.

2. Fluoreszenzdetektion:
Bei dieser Methode wird monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenl&nge in
die Messzelle eingestrahlt und gegebenenfalls Licht einer unterschiedlichen,
langeren Wellenldnge emittiert, welches sodann detektiert wird. Fluoreszenz kann nur

bei Molekilen mit konjugierten Doppelbindungen auftreten.

3. Elektrochemische Detektion:
Grundlage der elektrochemischen Detektion ist ein spezifisches Redoxpotential des
Zielanalyten. Dabei wird in der Messzelle eine Spannung angelegt. Kommt es nun
zur Reduktion oder Oxidation eines Stoffes, so kann ein Strom als Messsignal

abgeleitet werden.

Jedes der beschriebenen Detektionsprinzipien erfordert bestimmte molekulare
Charakteristika der jeweiligen Zielanalyte, weshalb sie nicht universell einsetzbar sind.

Wahrend die Spezifitdt der UV-Detektion vor allem im niedrigen Wellenlangenbereich mit

31



b)

typischen Nachweisgrenzen im Bereich von Milligramm/Liter relativ gering ist, haben
sowohl die Fluoreszenz- als auch die elektrochemische Detektion eine hohe
Empfindlichkeit im Bereich von pg/l. Allerdings muss fir alle Detektionsprinzipien eine
vollstdndige chromatographische Abtrennung der in der Probe vorkommenden
endogenen und exogenen Substanzen von der jeweiligen Zielsubstanz erfolgen, da die

Stoffspezifitaten erheblich begrenzt sind [105].

Vorbereitung der Probe:

Die Probenvorbereitung dient zur Trennung von makromolekularen matrixbstandteilen
(Proteine) aus der Probe, um ein Verstopfen der HPLC-Trennséule durch diese zu
verhindern. Die einfachste Methode stellt die Proteinfallung mit organischen
Losungsmitteln oder starken Sauren dar, denen eine hochtourige Zentrifugation mit
anschlieRendem Gewinn des klaren Uberstandes folgt. Eine weitere Mdglichkeit besteht
in der Flussigphasenextraktion, wobei der Probe ein organisches Lésungsmittel, das sich
nicht mit der wassrigen Phase der Probe mischt, zugegeben wird. In der durch Schitteln
gebildeten Emulsion sind nun lipophile Substanzen im Ldsungsmittel angereichert. Als
nachstes folgt die Entfernung des L&sungsmittels durch Zentrifugation, welches nun
durch Evaporisierung getrocknet wird und in eine geringe Menge einer mobilen Phase
aufgenommen wird. Durch die Aufkonzentrierung der Zielanalyte ist es durch diese Art
der Probenvorbereitung mdoglich, die Empfindlichkeit der Methode zu steigern. Die
weitaus am haufigsten durchgefiihrte Methode zur Probenvorbereitung besteht in der
Festphasen-Extraktion. Das Prinzip ist eine getrennte Vorchromatographie mit Einweg-
Kartuschen, wobei das biologische Material (Serum oder Urin) auf die Kartuschen
aufgetragen wird. Nun binden die Zielanalyten an die stationdre Phase dieser
Vorbereitungsséaule und die hydrophile Matrix wird mit der wassrigen Phase
ausgewaschen. AnschlieRend wird das Matrix-abgereicherte Extrakt mit einer geringen
Menge eines Lésungsmittels der HPLC-Apparatur zugefiihrt. Auch bei dieser Methode

kénnen die Zielanalyten aufkonzentriert werden [105].

32



3 Statistik

Die AUC wird in der Regel durch die trapezoidale Anndhrung mittels eines kompletten
Datensatzes von Konzentrationsmessungen berechnet. Das Prinzip der “limited sampling
strategy” (im Weiteren LSS genannt) beruht auf der Ermittlung des AUC-Wertes aus einer
Teilmenge der Zeitpunkte (Kombination verschiedener Konzentrationsmessungen). Im
Folgenden werden wir die Ausdricke “gemessene AUC” und “vorhergesagte AUC”
verwenden. Wahrend die ,gemessene AUC" aus dem gesamten Datensatz (jeweils 10
Konzentrationsmessungen pro Patient) berechnet wurde, berechnete sich die
.vorhergesagte AUC" aus einer Teilmenge der Zeitpunkte (Kombination verschiedener
Konzentrationsmessungen). Der komplexe Zeitverlauf von Arzneimittelkonzentrationen l&asst
darauf schlieRen, dass das ,Vorhersagemodell® pharmakokinetische Prozesse der
Medikamenten-Interaktionen bertcksichtigen muss, fir die zumindest derzeit leider keine
spezifischen und verlasslichen mathematischen Modelle existieren. Naherungsweise wird
dabei ein linearisiertes Verfahren eingesetzt. Dabei bevorzugen wir die Verwendung
homogener Modelle der Form AUC = 3,¢c; + ... + 3,C, (0hne Konstante), weil sie den relativen
Vorhersagefehler Gber den gesamten Messbereich gleichmafig verteilen, wahrend nicht-
homogene Modelle dazu neigen, hthere relative Vorhersagefehler fir kleinere Werte zu
liefern. Die letzteren Modelle haben die Form AUC = X (Schnittpunkt, Konstante) + 3;¢; + ...
+ Bncn, Wobei B4, ..., Bn die Regressionskoeffizienen sind, n der nominale Wert fir den
Zeitpunkt der Probe ist, und c;, ..., ¢, die gemessenen Konzentrationswerte zu den
Zeitpunkten 1 bis n sind. Die verschiedenen LSS-Vorhersagemodelle berechneten sich aus
verschiedenen Konzentrationsmessungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.  Zur
Berechnung wurde die ,Case Resampling Bootstrap Methode* verwendet [20]. Dabei
wurden aus den 28 pharmakokinetischen Profilen 1000 Zufallsstichproben (mit Zurticklegen)
gezogen und die LSS-Modelle berechnet. Fir jede Zufallsstichprobe wurden die linearen
Regressionkoeffizienten berechnet. Die Modell-Koeffizienten wurden aus dem Mittelwert der
jeweiligen Koeffizienten aus den Zufallsstichproben festgelegt. AnschlieRend erfolgte eine
Gewichtung der Modelle nach ihrer Korrelation zwischen vorhergesagter und berechneter
AUC, sowie nach statistischen Parametern wie absolute und relative Vorhersagefehler.
Absolute Vorhersagefehler wurden aus der Differenz zwischen vorhergesagter AUC und
berechneter AUC hergeleitet. Die relativen Vorhersagefehler wurden nach folgender Formel

berechnet:

Relativer Vorhersagefehler = vorhergesagte AUC —ge _messene AUC
gemessene AUC
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Nun wurden die Ergebnisse der obigen Methode mit der einfachen linearen Regression und
der Kreuzvalidierungs-Methode, wie bei Pawinski et al. [75] beschrieben, verglichen. Hierbei
waren die Korrelationskoeffizienten der entsprechenden Vorhersagemodelle annahernd
identisch fir alle drei Modelle. Wie erwartet erwiesen sich die durchschnittlichen
Vorhersagefehler, welche mit der linearen Regressionsmethode ermittelt wurden als zu
optimistisch, wohingegen jedoch eine gute Ubereinstimmung durch die beiden anderen
Methoden erzielt werden konnte. Letztendlich wahlten wir die ,Case resampling bootstrap*
Methode, weil sie eine robuste und gut charakterisierte Methode darstellt, die einen
effizienten Gebrauch der vorhandenen Daten ermdglicht. Dartber hinaus wurde die
Ubereinstimmung zwischen der “gemessenen AUC” und “vorhergesagter AUC” mit der
Methode nach Bland und Altmann Uberpruft [11].
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4 Ergebnisse

Die MPA-AUC, 1, ist das beste Mal3 fur die MPA-Exposition. Da aber die Bestimmung der
MPA-AUC, 12 flr die klinische Routine unpraktisch ist, sollte im Rahmen dieser Studie aus
den Ergebnissen von insgesamt 28 ermittelten MPA-AUC,.1, (€ine pro Patient) ein
Algorithmus berechnet werden, der es ermdglicht, alternativ anhand weniger Messungen
eine aussagekréftige Annahrung an die tatsdchliche MPA-AUC, 1o, zU erzielen.

In der Studiengruppe betrug die durchschnittliche tagliche MMF-Dosis 1750 Milligramm mit
einer Variation zwischen 500 und 4000 Milligramm pro Tag. Der durchschnittliche Predose-
Spiegel von MMF betrug 2,0 = 1,2 pg/ml. Die durchschnittliche Tac-Dosis variierte zwischen
2 und 8 Milligramm, im Mittel 4 Milligramm pro Tag. Der durchschnittliche Tacrolimus
Predose-Spiegel betrug 11,4 + 4,9 ng/ml. Die MPA-AUC, 1o, reichte von 12,2 bis 79,8 mg x
h/I mit einem Durchschnittswert von 42,0 + 18,3 mg x h/l. Dabei war die AUC normal verteilt.
Die Dosis-normierte AUC (an 1000 mg MMF Tagesdosis) betrug 45,0 + 22,1 mg x h/l mit
einer Spanne von 8,1 — 87,9 mg x h/l.

Die Abbildung 11 zeigt eine Zusammenfassung der durchschnittlichen Konzentrationen (+

SD) der MPA im Plasma zu den verschiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 11: Verlauf der Konzentrationskurve von M PA mit den durchschnittlichen Konzentration £ SD au s 28
pharmakokinetischen Profilen.

Dabei betrug die durchschnittliche ,Predose” MPA-Konzentration (Cy,) 2,0 £ 1,2 pg/ml und
die durchschnittliche ,Postdose” MPA-Konzentration (Ci2n) 2,0 £ 1,7 pg/ml. Es bestand nur
eine schwache Korrelation zwischen der MPA-AUCy.in und der ,Predose* MPA-
Konzentration (Cop; > = 0,14; p < 0,05). Allerdings korrelierte die MPA-AUC 1o, signifikant
mit der ,Postdose” MPA-Konzentration (Cq,,; p < 0,01; r?= 0,25).
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Als nachstes wurden alle errechneten pharmakokinetischen Profile gepoolt und analysiert,
um die hochsten Korrelationen zwischen der MPA-AUCg..,, und den einzelnen
Konzentrationen zu den verschiedenen Zeitpunkten zu finden. Dabei korrelierte C;, am
starksten mit der MPA-AUC,.15n (r2 = 0,57; Relativer Vorhersagefehler 14,6 + 46,1%), gefolgt
von Cysp (r2 = 0,56; Relativer Vorhersagefehler 28,5 + 43,1%; Modell 2 in Tabelle 5) und Cgy,
(r2 = 0,53; Relativer Vorhersagefehler 22,0 + 36,8%; Modell 3 in Tabelle 5). Des Weiteren
korrelierten alle anderen MPA-Konzentrationen besser mit der MPA-AUC.1o, als Cop (r2 =
0,14; Relativer Vorhersagefehler 9,7 + 79,1%) wie die Tabelle 4 zeigt.

Messzeitpunkte (h)  Vorhersagemodell Relativer Vorhersagefehler + SD r

0 17,59 x Cop -0,097 + 0,791 0,14
0.5 3,08 x Cg s -0,285 + 0,431 0,56
1 3,74 x Cy;, -0,146 + 0,461 0,57
2 7,61 x Cyp -0,060 + 0,395 0,26
3 9,65 x Cap -0,105 + 0,515 0,17
4 12,75 x Cyp -0,105 + 0,399 0,37
6 14,48 x Cg, -0,092 + 0,380 0,48
8 14,55 x Cg, -0,220 + 0,368 0,53
10 16,31 x Cygn -0,189 + 0,486 0,39
12 15,60 x Cyon -0,273 + 0,445 0,25
*P < 0.05

**P < 0.01

Tabelle 4: Durchschnittliche MPA-Plasmakonzentratio nen (+SD) zu den verschiedenen Messzeitpunkten mit ~ den

entsprechenden Korrelationskoeffizienten (r ~ ?).

Die Abbildung 12 a-j zeigt die Korrelations-Diagramme der verschiedenen Einzelzeitpunkte.
Im néchsten Schritt wurden alle MPA-Profile herangezogen, um LSS aus mdglichen
Kombinationen mit bis zu vier Messzeitpunkten zu ermitteln. Die resultierenden Modelle
wurden nach der Anzahl der verwendeten Zeitpunkte, den Korrelationskoeffizienten (r?), und
dem relativen Vorhersagefehler sortiert.

Die Tabelle 5 zeigt eine Auswahl der praktikabelsten Modelle mit bis zu vier verwendeten
Zeitpunkten. Die Korrelations-Diagramme der praktikabelsten Modellen sind in der

Abbildungen 13 a-j dargestellit.
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Modell Messzeitpunkte Algorithmus r

1-Punkt-Vorhersagemodelle

1 1 3,74xCy;, 0,57
2 05 3,08xCosn 0,56’
3 8 14,55%Cg, 0,53
2-Punkt-Vorhersagemodelle

4 1,4 2,16XCyp, + 7,00xCyp, 0,80
5 0,5; 2 1,65XCosn + 4,74%Cop, 0,75
6 0,5, 1 1,26%Cqgn + 2,51%Cyp, 0,71
3-Punkt-Vorhersagemodelle

7 1,4;8 1,53%Cyp, + 5,51%Cyy, + 4,62xCa, 0,91
8 0,5;1;2 1,11xCqsp + 1,16XCyp, + 3,72%Cyy 0,84
9 0;0,5; 1 7,27%Co + 0,81xCq sy + 1,77%Cyy, 0,77
4-Punkt-Vorhersagemodelle

10 1;4;8;10 1,25%Cy, + 5,29%Cyp, + 2,90%Cg, + 3,61xCyg, 0,95
11 1;4,6;8 1,33%Cyp, + 3,99xCyp, + 3,23%Cqp, + 3,81xCq, 0,94
12 0;0,5; 4 3,37xCqp + 0,97%Cosh + 1,20%Cyp, + 4,58xC4,  0,90°
13 0;0,5;1;2 3,04xCop, + 1XCp g + 1,19%Cyp + 2,69%Cy 0,87
P<0,01

Tabelle 5: Auswahl der praktikabelsten Modelle mit bis zu vier verwendeten Zeitpunkten.

Wie erwartet herrscht eine allgemeine aber nicht strenge Beziehung zwischen der Anzahl
der verwendeten Zeitpunkte und der Qualitdt des hervorgehenden Vorhersagemodells.
Dabei korrelierten die MPA-Konzentrationen zu den verschiedenen Zeitpunkten starker mit
der MPA-AUC, 1., als die ,Predose* MPA-Konzentration (Cgn). Cin korrelierte am starksten
mit der MPA-AUCq.1o, (r* = 0,57; P < 0,001; Modell 1), gefolgt von Cq s, (> = 0,56; P < 0,001;
Modell 2), Cg, (r* = 0,53; P < 0,001; Modell 3) und Cg, (r* = 0,48; P < 0,001). Wahrend das
hochste erreichbare r* mit einer LSS basierend auf nur einem Zeitpunkt nur 0,57 betréagt
(Cyn), konnte mit zwei Zeitpunkten ein r* von 0,80 (Cyn und Cy4,) und 0,91 mit drei (Cyp, Can
und Cg,) bzw. 0,96 mit vier Zeitpunkten (Cy,, Can, Cgn und Cyo,) erreicht werden.
Grundsatzlich kann die Auswahl der Messzeitpunkte einer LSS nach verschiedenen Kriterien
getroffen werden. Dabei sind nicht nur die Qualitdt der Vorhersage wichtig, sondern ebenso
andere Gesichtspunkte beztglich der Anwendbarkeit von LSS. Daher wurde die Rangfolge

der LSS nach den folgenden Kriterien aufgestellt:

1. Die Qualitat des hervorgehenden Vorhersagemodells sollte so gut wie mdglich sein.
2. Es ist erwlinscht so wenig wie moglich Messzeitpunkte einzubeziehen.

3. Der letzte Messzeitpunkt sollte so friih wie moglich sein.

Aus diesen Grinden und Grinden der Impraktikabilitat wurden Modelle mit geringer
Vorhersagequalitat und Modelle mit mehreren (mehr als vier) oder sehr spaten Zeitpunkten

nicht bertcksichtigt.
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Wie bereits erwahnt ist das beste 1-Punkt-Modell durch C,, (Modell 1) charakterisiert, gefolgt
von Cgys, (Modell 2) und Cg, (Modell 3). Die entsprechenden Vorhersage-Modelle sind
definiert durch folgende Algorithmen: AUC = 3,74 x Cy;, fur Modell 1, AUC = 3,08 x Cqsp, fur
Modell 2, und AUC = 14,55 x Cg, flir Modell 3.

Durch den Einschluss eines weiteren Probe-Zeitpunktes konnte ein r* von 0,80 erreicht
werden (Modell 4: C;, und Cy4y; Relativer Vorhersagefehler 1,6 + 25,7%). Das entsprechende
Vorhersage-Modell ist definiert durch den Algorithmus: AUC = 2,16 x Cy, + 7,00 % Cyy,.
Modell 5 lieferte das beste 2-Punkt Modell, deren Abnahmezeitpunkte innerhalb der ersten
zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lagen (Cos, und Cyy; r* = 0,75; Relativer
Vorhersagefehler 3,2 £ 25,3%). Der entsprechende Algorithmus lautet: AUC = 1,65 x Cqsp +
474 %xCy. Wenn man nur Proben innerhalo der ersten Stunde nach
Medikamenteneinnahme einschlielen mdchte, liefert Modell 6 die beste Anndhrung flr ein
2-Punkt Modell (Cosn und Cyp; r’ = 0,71; Relativer Vorhersagefehler 13,2 + 36,7%), definiert
durch den Algorithmus AUC = 1,26 x Cy g, + 2,51 x Cy,. Tabelle 5 und 6 zeigen ausfuhrliche

Daten Uber die jeweiligen Vorhersagemodelle.

Die praktikabelste LSS mit drei Probe-Zeitpunkten war Modell 8, da die Zeitpunkte innerhalb
der ersten zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lagen (Cosn, Cin, Und Cop; r* = 0,84;
Relativer Vorhersagefehler 1,7 = 20,8%). Die entsprechende Formel lautet: AUC =
1,11 x Cpsn + 1,16 x Cypy + 3,72 x Cy,. Modell 9 stellt ein ebenfalls interessantes Modell dar,
da dessen Probezeitpunkte zu den Zeitpunkten 0, 30 Minuten und einer Stunde innerhalb
der ersten Stunde nach der Medikamenteneinnahme lagen, womit die klinische
Praktikabilitat noch weiter verbessert werden konnte (Con, Cosn, Und Cyp,; r* = 0,77; Relativer
Vorhersagefehler 1,5 + 35,1%; Modell 9). Das entsprechende Vorhersagemodell lautet: AUC
= 7,27 x Cop + 0,81 %X Co5n + 1,77 % Cypr. Die beste Abschatzung der MPA-AUC,. 1o, durch ein
drei-Proben Modell lieferte jedoch Modell 7 mit einem r? von 0,91, definiert durch Proben-
Zeitpunkte nach einer Stunde, vier Stunden, und acht Stunden (Cy,, Can, und Cgp,; r* = 0,91;
Relativer Vorhersagefehler 1,7 £ 18,0%; Modell 7). Die entsprechende Formel lautet: AUC =
1,53 xCyy + 5,51 x Cy, + 4,62 x Cgy,. Leider ist dieses Modell wegen des spéaten letzten

Proben-Zeitpunktes impraktikabel.

Des Weiteren fanden wir einige interessante LSS mit vier Probe-Zeitpunkten, wobei das
hochste r* das Modell 10 mit Proben nach einer, vier, acht, und zehn Stunden aufwies (Cn,
Can, Cah und Cyon; > = 0,96; Relativer Vorhersagefehler 0,7 + 12,3%; Modell 10). Die
entsprechende Formel lautet: AUC = 1,25xCy, + 5,29 x C4, + 2,90 x Cgp, + 3,61 X Cygp.
Modell 11 lieferte das nachstbeste vier-Punkte Modell (Cin, Can, Cen Uund Cgp; r* = 0,94;
Relativer Vorhersagefehler 0,9 + 13,1%) mit der entsprechenden Formel: AUC = 1,33 x Cy;,
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+ 3,99 x C4, + 3,23 x Cq, + 3,81 x Cg,. Ein ebenfalls interessantes 4-Punkte Modell wurde
mit Proben zum Zeitpunkt 0, nach 30 Minuten, einer und vier Stunden erreicht (Con, Cosh, Cin
und Cg,; r* = 0,90; Relativer Vorhersagefehler 1,2 + 15,3%; Modell 12). Die zugehoérige
Formel lautet: AUC = 3,93 x Cop, + 0,70 X Cpsn + 1,43 X Cy, + 4,58 x Cyp. Die praktikabelste
LSS mit vier Probe-Zeitpunkten lieferte jedoch Modell 13, da die dazugehdrigen
Probezeitpunkte mit den Zeitpunkten 0, 30 Minuten, einer und zwei Stunden innerhalb der
ersten zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lagen. Dabei konnte immerhin noch ein
r? von 0,87 erreicht werden (Cons Cosny Cin und Cyyp,; r* = 0,87; Relativer Vorhersagefehler 0,6
+ 18,9%). Die dazugehdrende Formel zur Vorhersage der MPA-AUC, s, lautet: AUC =
3,37 x Con + 0,97 x Cosn + 1,20 x Cypy + 2,70 x xCy,. Tabelle 5 zeigt ausfihrliche Einzelheiten
der verschiedenen Modelle und Tabelle 6 gibt eine Zusammenfassung der Vorhersagefehler

der verschiedenen LSS.

Vorhersagefehler

Im Vergleich zur Gesamt -AUC

Modell Messzeitpunkte (h) n Relativer +SD >15% +15% <15%
1 1 28 -0,146 £ 0,461 5 7 15
2 0.5 28 -0,285+0,431 4 5 18
3 8 28 -0,220+0,368 2 7 18
4 1,4 28 -0,016 £ 0,257 6 12
5 0.5,2 28 -0,032+0,253 8 10
6 05,1 28 -0,132+0,367 5 11 11
7 1,4,8 28 -0,017 £0,180 3 18 6
8 0.5,1,2 28 -0,017 £0,208 6 13 8
9 0,051 28 -0,015+0,351 6 12 9
10 1,4,8,10 28 -0,007 £0,123 2 21 4
11 1,4,6,8 28 -0,009+£0,131 3 22 2
12 0,05,1,4 28 0,012 +0,153 5 19 3
13 0,05,1,2 28 0,006 +0,189 8 13 6

Tabelle 6: Vorhersagefehler fur die LSS.
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Abbildung 13 a-m: Korrelations-Analysen und LSS Vor
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5 Diskussion

5.1 Pharmakokinetische Eigenschaften der MPA

5.1.1 Kontroverse

Wie bereits dargestellt wurden die pharmakokinetischen Eigenschaften von MMF in den
grolRen Zulassungsstudien im Gegensatz zu den CNI-Substanzen zunachst nicht
berticksichtigt, obwohl man sich bereits der Wichtigkeit einer therapeutischen
Medikamenten-Uberwachung fiir den erfolgreichen Einsatz von immunsuppressiven
Medikamenten bewusst war. So verabreichte man den Studienpatienten das Medikament in
fixen Dosen von zwei oder drei Gramm taglich. Der Grund fir den Verzicht auf
blutspiegeladaptierte Dosierungen des Medikaments waren moglicherweise das Fehlen
optimaler kommerziell verfligbarer Analysemethoden oder aber auch die Tatsache, dass das
regelmaflige Medikamenten-Monitoring eine Erhéhung der Behandlungskosten zur Folge
hatte. In vielen Zentren ist das regelmalige Medikamenten-Monitoring der IMPDH-
hemmenden Medikamente auch heute noch keine anerkannte Routine, und auch wenn
immer mehr Daten aus klinischen Studien fiir die therapeutische Medikamenten-
Uberwachung sprechen, herrscht weiterhin  Unklarheit ob eine therapeutische
Medikamenten-Uberwachung der MPA mittels Bestimmung von Talspiegeln (Co,), der MPA-
AUC, 12, oder durch LSS erfolgen sollte.

Bis heute wurden viele Untersuchungen zur Pharmakokinetik der MPA an nieren-, leber-,
herz-, sowie knochenmarkstransplantierten Patienten mit dem Ergebnis auf3erordentlich
breiter intra- und interindividuellen Schwankungen der MPA-Exposition durchgefihrt. Dabei
wurde die MPA-Exposition entweder mittels Talblutspiegel (Con) oder MPA-AUC, 1., ermittelt
[12, 22, 40, 45, 64, 74, 87, 110].

5.1.2 Messung der 12-Stunden-MPA-Talblutspiegel

Bei der Arzneimittel-Uberwachung der MMF-Therapie transplantierter Patienten haben sich
die Erfahrungen aus der urspriinglichen therapeutischen Uberwachung von CsA
durchgesetzt. Dabei wird der Talblutspiegel in 12-stiindigen Abstanden unmittelbar vor Gabe
der nachsten Dosis bei zweimaliger oraler Gabe pro Tag bestimmt [53]. Bezlglich der
Talblutspiegel wurde zunéchst auf dem Gebiet der Nierentransplantation im Rahmen
klinischer Studien ein therapeutisches Fenster zwischen 2 pg/ml und 6 pg/ml definiert.
Innerhalb dieses Fensters traten mit einer Einstellung der MMF-Tagesdosis zwischen 500
Milligramm und vier Gramm nur selten akute AbstoRungskrisen oder schwere
gastrointestinale Nebenwirkungen auf [14, 51, 52, 87]. An unserem Zentrum machten Bruno
Meiser und Mitarbeiter &hnliche Erfahrungen in pharmakokinetischen Studien an

herztransplantierten Patienten, die mit einer Kombinationstherapie aus MMF und Tac

43



behandelt wurden. Dabei konnten sie zeigen, dass bei 12-Stunden-Talspiegeln tber 3 pg/mi

die Inzidenz akuter AbstofRungskrisen deutlich abnahm, wéhrend bei Talblutspiegeln tber 5

/ml das Auftreten gastrointestinaler ; ,
HY 9 14 - / Maximum concentration (C,,,,)
Beschwerden zunahm [64]. Allerdings 13 -
) 12 -
sind die bisher verdffentlichten % 1(1) ]
Angaben  Uber  12-Stunden-MPA- \E’ 5 ]
o .
Talblutspiegel bei organ- 'g (7; i
. . £ 5 -
transplantierten Patienten unter MMF- § 4 4
3 -
Behandlung mit Definition eines é i: \ Pre-dose level (Cy)
therapeutischen Fensters nur 0 = ' ' \ ' ' '
0 2 4 6 8 10 12
empirisch ermittelt worden. Leider sind Time after intake (hours)

sie nicht das Ergebnis von Abbildung 14: Pharmakokinetisches Profil von MMF.
wissenschaftlich kontrollierten

pharmakokinetischen Studien und obwohl sie orientierende Hinweise fur die Einstellung der
MMF-Behandlung liefern, reichen sie leider nicht fir eine exakte Dosierung des
Medikaments im Sinne einer strikten therapeutischen Medikamenten-Uberwachung aus.
Dies gilt zumindest fur die unmittelbare postoperative Phase, wo es gilt, eine individuelle
optimale Dosierung bei der Medikamenteneinstellung zu finden. In dieser Hinsicht sind
ausfuhrliche AUC-Bestimmungen ein probateres Mittel, weil sie einen verlasslichen
Aufschluss Uber die individuelle Medikamentenexposition geben, wie im Folgenden

besprochen werden soll.

5.1.3 AUC-Untersuchungen

Auf dem Gebiet der Herz-, Nieren-, Leber- und Knochenmarktransplantation wurden bereits
mehrere pharmakokinetische MPA-Studien mit AUC-Untersuchungen durchgefuhrt [71, 74,
85, 86, 89, 90, 106, 112]. Diese Studien bestatigten die grof3e Variabilitdt in der Exposition
des Préparates. Die Grinde fur die enorme Variabilitat sind beispielsweise die
unterschiedliche MPA-Pharmakokinetik in der unmittelbaren und spéateren postoperativen
Phase, Funktionsstérungen der Leber und der Nieren, sowie Medikamenten-Interaktionen
[53]. Im Jahr 2001 wurde im Rahmen einer Roundtable-Diskussion in Miinchen von
Experten auf dem Gebiet der therapeutischen Arzneimittel-Uberwachung empfohlen, nach
einer mittleren Ziel-MPA-AUC zwischen 30 und 60 pg % h/ml zu streben. Dabei hat die MMF-
AUC-Kurve Uber zwolf Stunden einen typischen Verlauf. Nach einer halben bis einen Stunde
wird die initiale maximale Konzentration der MPA erreicht. Darauf folgt nach sechs bis acht
Stunden ein zweiter ,Peak”, welcher wahrscheinlich auf die Zirkulation im enterohepatischen

Kreislauf zurtickzufiihren ist [85].




5.1.4 Korrelation von Talblutspiegel und AUC

Es dauerte nicht lang, bis man feststellte, dass die Cqn- bzw. Cio-Werte kaum mit der MPA-

AUC, 1o korrelieren [35, 72, 101, 106]. Hingegen stellten Untersuchungen der Abteilung fur

Transplantationschirurgie der Ludwig- 1000 T
Maximilians-Universitat in Minchen 7

eine Korrelation des Cg,-Wertes mit 100 + Enterohepatic

. _ byl
der AUC bei Nierentransplantierten recireugtion

fest [37]. Des Weiteren fand Shaw et 10 +

Plasma MPA concentration
(mg/ml)

al. heraus, dass Werte in den ersten AUC, 4, Pre-dose
. . concentration
zwei Stunden nach Einnahme von 01 : : : ; ;
. 0 5 10 15 20 25
MMF (Blutentnahme vor, 20 Minuten Time (h)

und zwei Stunden nach  Ver- ,.uung 15 schematische Darstellung der MPA-AUC o1 von
abreichung) eine gute Korrelation zur Patienten, die ein “steady state* nach oraler Verab  reichung von
Gesamt-AUC aufweisen [85]. Auch 'MFerreichthaben (2]

sind sich die Experten mittlerweile einig, dass die MPA-AUC, 1., am verlasslichsten das
Risiko einer akuten AbstoBungskrise (AUC-Werte <30 ug x h/ml) oder das Auftreten
hamatologischer Nebenwirkungen (AUC-Werte > 60 pug x h/ml) hervorsagen kénnen [22, 35,
72, 74, 86, 87, 101, 103, 106]. Da nur eine geringe Korrelation zwischen dem Talspiegel
(Con) und der MPA-AUC,.1,n besteht, wurden LSS zur Abschatzung der MPA-AUC 1o
vielerseits untersucht, vor allem auf dem Gebiet der Nierentransplantation. Hierbei berichtete
Le Meur et al., dass die therapeutische Uberwachung der MPA das Risiko von
Behandlungsfehlern und akuten AbstoRungen von nierentransplantierten Patienten zwolf
Monate nach der Transplantation vermindern kann und dies ohne Beeinflussung des
Nebenwirkungsprofils [55]. Ihr Bayes'scher Algorithmus basierte auf einer Studie an 44
nierentransplantierten Patienten, deren immunsuppressive Therapie aus MMF und CsA mit
oder ohne Steroiden bestand [81]. In der Herztransplantation jedoch ist die Erfahrung mit

LSS begrenzt, vor allem wenn MMF mit Tac kombiniert wird.

Gegenwartig werden in unserer Klinik Dosis-Anpassungen von MMF anhand der
Bestimmung der Talblutspiegel (Con) und der Nebenwirkungen durchgefiihrt. Es existieren
keine Richtlinien und Empfehlungen, deshalb reduzieren wir das immunsuppressive
Medikament mit den gravierenderen unerwiinschten Langzeitnebenwirkungen, in unserem
Fall Tac. Eine vorrangegangene Untersuchung unserer Gruppe hinsichtlich verschiedener
immunsuppressiver Kombinationstherapien zeigte vorteilhafte Langzeiteffekte von MMF auf
die Entwicklung bzw. Verhinderung der TVP [41]. Deshalb halten wir MMF auch als
Erhaltungsdosis in dem empfohlenen Bereich. Die Analyse unserer Studiengruppe zeigte

eine durchschnittiche MPA-AUC, 1., von 42 pg x h/ml, welche erstaunlicherweise gut im
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empfohlenen Zielbereich fur das erste Jahr nach Herztransplantation von 30 - 60 pg x h/ml
liegt. Das Ergebnis steht fur eine allgemein gute durchschnittiche MPA-Exposition, wenn
man die Talblutspiegel (Cy,) fir die therapeutische Arzneimitteliiberwachung heranzieht.
Man sollte jedoch ebenfalls bedenken, dass die MPA-AUC,.i,, in der Studiengruppe
zwischen 12,2 und 79,8 pg x h/ml variierte. Dies bedeutet, dass es sowohl Patienten mit
einer zu hohen als auch Patienten mit einer zu niedrigen MPA-Exposition gibt, wenn man die
Talblutspiegel als Instrument der Dosisanpassung von MMF verwendet. Deshalb sind wir der
Meinung, dass die Individualisierung der Immunsuppression mit Hilfe von LSS dringend

notwendig ist.

Das erste Ziel der Studie bestand darin, MPA-Talblutspiegel zum Zeitpunkt Null (Co,) mit den
Konzentrationen innerhalb der ersten 12 Stunden nach Medikamentengabe (Cosh - C1on) bei
Langzeit-Herztransplantierten (> 1 Jahr nach Transplantation) unter der Langzeittherapie mit
MMF und Tac zu vergleichen. Bei der Untersuchung entschieden wir uns fur Langzeit-
Herztransplantierte, weil in der Frihphase nach Herztransplantation die Verwendung von
Steroiden, prophylaktischer Antibiosen und multiple Medikamentenanderungen mit der

Pharmakokinetik von MMF zu interagieren vermag.

Als wir die MPA-Plasmakonzentration zum Zeitpunkt Null (Cy,), also vor der
Medikamenteneinnahme, mit MPA-Plasmakonzentrationen nach 30 Minuten, eins, zwei,
drei, vier, sechs, acht, zehn, und zwolf Stunden (Cos.12n) Verglichen, fanden wir heraus, dass
jede MPA-Konzentration, die nach der Medikamenteneinnahme gemessen wurde, einen
besseren Vorhersagewert fr die MPA-AUC,.1,, hatte als Cq,. Den optimalsten Zeitpunkt
lieferte Cy,, gefolgt von Cosn und Cg,. Die Tabelle 4 zeigt ausfihrliche Einzelheiten. Dieses
Ergebnis stimmt zum Teil mit den Beobachtungen von Mardigyan et al. Gberein. Sie konnten
zeigen, dass bei Langzeit-Herztransplantierten, deren Immunsuppression aus MMF und Tac
bestand, vor allem die Plasmakonzentrationen C,,, Can, Cen, Und Cg, besser mit der MPA-
AUC, 1o, korrelierten als Cq, [61]. Allerdings lieferte hier Cg die beste Korrelation mit der
MPA-AUC,.1on. Baraldo et al. konnte zeigen, dass bei herztransplantierten Patienten, die mit
MMEF, CsA und Prednison behandelt wurden, alle gemessenen MPA-Plasmakonzentrationen
(Cosny Ci.25n Con Cany, Cen, und Cg,) aulBer Cy,, die MPA-AUC, .1, besser vorhersagen
konnten als Cy, [7]. In dieser Studie zeigte C,, die beste Korrelation mit der MPA-AUC .15
Bei nierentransplantierten Kindern, deren immunsuppressives Therapieschema aus MMF
und entweder CsA oder Tac bestand, fanden Filler et al. heraus, dass C; sn, Con, Can, und Cep,
am besten mit der MPA-AUC,.1o, korrelierten. Weiterhin hatte Ci,, einen besseren
Vorhersagewert fur die MPA-AUC, 1o, als Con, und C,y,. Hier zeigte Ciyp, die beste Korrelation
mit der MPA-AUC, 1o, [27]. Im Gegensatz dazu fand Pawinski et al. heraus, dass bei
erwachsenen nierentransplantierten Patienten, die mit MMF und Tac behandelt wurden, Co,

besser mit der MPA-AUC, 1., korrelierte, als Cosn, Cin, Con, Can, 0der Cyp. Hierbei stellten nur
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Csn: Cshy, Con, Cions Ciin, und Cqon bessere Vertreter flr die MPA-AUC.1o, dar, als Con. In
dieser Studie erwies sich Cg, als optimalster Zeitpunkt [75]. Eine weitere Studie an
nierentransplantierten Kindern mit der Kombinationstherapie aus MMF, CsA und Prednison,
zeigte dass nur Cysn und Cio, schlechter als Co, mit der MPA-AUC, 15, korrelierten. Aber
auch hier zeigte Cg, die hdchste Korrelation mit der MPA-AUC, 1o, [109]. Bei erwachsenen
lebertransplantierten Patienten unter MMF- und Tac-Therapie fanden Mardigyan et al.
heraus, dass alle einzelnen MPA-Plasmakonzentrationen aufler Cys, eine hdhere
Korrelation mit der MPA-AUC,.1on aufwiesen. Auch hier korrelierte Cg, am besten mit der
MPA-AUC,.1on [61]. Mdglicherweise ist die auliergewdhnlich oft festgestellte hohe Korrelation
von Cg, mit der MPA-AUCy..on auf den zweiten Peak im Verlauf der MPA-
Plasmakonzentrationskurve als Zeichen des enterohepatischen Kreislaufes zurtickzufihren.

Diese Beobachtung kénnte eine wichtige Rolle bei der Konzipierung von LSS spielen.

Es herrscht eine Diskrepanz zwischen all den aufgefihrten Beobachtungen, welche

maoglicherweise folgenden Tatsachen zuzuschreiben sind:

1. Die erheblichen inter- und intraindividuellen Schwankungen der pharmakokinetischen
Eigenschaften transplantierter Patienten und

2. Die Beeinflussung pharmakokinetischer Eigenschaften von MMF durch vielerlei Faktoren
wie z. B. das transplantierte Organ, das Alter des Patienten, die vergangene Zeit nach der
Transplantation, die verwendete Analysemethode, und natirlich das immunsuppressive

Kombinationspréaparat.

Beispielsweise konnten Filler und Kollegen an nierentransplantierten Kindern zeigen, dass
die zusatzliche Verabreichung von CsA zu MMF die MPA-AUC, 1, aufRerordentlich
beeinflusste [27]. Diese Beobachtung konnte man der beschriebenen Beeinflussung der
Pharmakokinetik von MMF durch CsA mittels Hemmung der bilidren Exkretion von MPAG
und der enterohepatischen Rezirkulation der MPA zuschreiben [75, 109]. Erwéhnenswert ist
der Versuch von Weber et al. den berechneten Algorithmus von Filler et al. bei
nierentransplantierten Kindern, die mit MMF und Tac behandelt wurden, an die Daten aus
der trikontinentalen MMF-Studie anzuwenden. [103]. Dabei wurde eine Abschwachung des
Korrelationskoeffizienten beobachtet (r* = 0,32; frither r? = 0,90) [109]. Diese Abschwéchung
ist am ehesten auf die Verwendung von Tac statt CsA als Begleitmedikation zuzuschreiben
[76, 85]. Es ist ebenfalls unklar, ob Beobachtungen und Erkenntnisse aus kurzlich nieren-
oder herztransplantierten Patienten auf langer transplantierte Patienten Gbertragen werden
kénnen [48].

Ein weiterer beobachteter Trend besteht in der besseren Vorhersagekraft von Cip
gegeniuber Cq, fir die MPA-AUC, 2. Eigentlich sollte man erwarten, dass es keinen

Unterschied bezliglich der Vorhersagekraft von Cq, und Cj,y, fir die MPA-AUC, 1o, gébe, da
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in der klinischen Routine Cy, definiert wird als die Probe, welche zwolf Stunden nach der
Einnahme der letzten Medikamentendosis bestimmt wurde. Da in dieser Studie Ciu
ebenfalls zwolf Stunden nach Einnahme der Frihdosis bestimmt wurde, ist es umso
erstaunlicher, dass die Werte fur beide Parameter deutliche Unterschiede aufweisen. Die
Antwort liegt darin, dass es in dieser Studie zwar standardisierte Bedingungen fir Ci,,
herrschten, aber nicht fur Cq,, da wir nicht versichern konnten, dass Cy, wegen Griinden der
Compliance auch wirklich zwolf Stunden nach der Einnahme der Abenddosis gemessen
wurde. Es gab fir die Patienten keine strenge Anordnung, die nachtliche Dosis exakt zwolf
Stunden nach der Morgendosis einzunehmen und Patienten eher dazu neigen die nachtliche
Dosis nach dem Abendessen einzunehmen. Fiur Ci,, allerdings herrschten standardisierte
Bedingungen in der Studie. Unserer Meinung nach betont dieser Aspekt die Tatsache, dass
Con trotz seiner klinischen Praktikabilitat nicht far die therapeutische
ArzneimittelUberwachung von MPA geeignet ist. Anderseits ist die kozentrationsabhangige
Dosierung von MMF auf der Grundlage der therapeutischen Arzneimitteliberwachung der
MPA durch die Messung der MPA-AUC,.1,n, Welche die préziseste Beurteilung der MPA-
Exposition darstellt, sehr aufwendig und teuer, und daher fiir die klinische Routine nur wenig
geeignet. Unter Berucksichtigung dieser Punkte erscheint die Anwendung von LSS fir die
Klinik als eine praktikable Anndhrung mit ausreichender Genauigkeit zur Abschatzung der
MPA-AUC 15p.

In diesem Sinne stellte die Entwicklung von LSS mit einer besseren Vorhersagekraft als Coy,
fur die MPA-AUC, 1, ein weiteres Ziel dieser Studie dar. Fir jede LSS stellten wir einen
Algorithmus zur Berechnung der MPA-AUC, 1., auf (siehe Tabellen 4 und 5).

Wie bereits im Ergebnis-Teil erortert, liefert das Modell 1 mit C;, das beste 1-Punkt-Modell,
gefolgt von Cy s, und Cgh,.

Durch den Einschluss eines weiteren Probe-Zeitpunktes konnte ein r* von 0,80 erreicht
werden (Modell 4: Ci, und Cg). Modell 5 lieferte das beste 2-Punkt Modell, deren
Abnahmezeitpunkte innerhalb der ersten zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lagen
(Cosn und Cy,). Wenn man nur Proben innerhalb der ersten Stunde nach
Medikamenteneinnahme einschlielen mdchte, liefert Modell 6 die beste Anndhrung flr ein
2-Punkt Modell (Cg sn und Cyp,).

Die beste Abschatzung der MPA-AUC,.1,, durch ein 3-Punkte-Modell lieferte jedoch Modell
7, definiert durch Proben-Zeitpunkte nach einer Stunde, vier und acht Stunden (Ci,, Can,
Csan). Unserer Ansicht nach ist dieses Modell allen anderen Uberlegen, weil der Einschluss
von Cg, den zweiten Peak des pharmakokinetischen Profils der MPA als Ausdruck des
enterohepatischen Kreislaufs verkorpert. Die praktikabelste LSS mit drei Probe-Zeitpunkten

war Modell 8, da die Zeitpunkte innerhalb der ersten zwei Stunden nach
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Medikamenteneinnahme lagen (Cypsn, Cin, und Cy,). Die Tabellen 4 und 5 zeigen

ausfuhrliche Daten Uber die jeweiligen Vorhersagemodelle.

Trotz unserer Bemuhungen zur Optimierung der klinischen Einsetzbarkeit durch Minimierung
der Anzahl der Proben-Zeitpunkte, sowie der Minimierung der Periode nach
Medikamenteneinnahme, fanden wir einige interessante LSS mit vier Probe-Zeitpunkten.
Obwohl das Modell 10 (Cyp, Capn, Cgpn, und Cign) am besten mit der MPA-AUC, 1o, korrelierte,
ist es umstandlich im klinischen Alltag weil der letzte Abnahmezeitpunkt zehn Stunden nach
der Medikamenteneinnahme sehr spét erfolgt und somit fir ambulante Patienten nicht
geeignet ist. Auch hier begriindet sich in unseren Augen die Uberlegenheit der Modelle 10
und 11 durch den Einschluss spater Probenzeitpunkte (Cgn und Ciqn), welche den zweiten
Peak des pharmakokinetischen Profils der MPA als Ausdruck des enterohepatischen
Kreislaufs verkdrpern. Einige Autoren haben die Bedeutung von Cg, flr LSS untersucht. Hier
konnten Willis et al. zeigen, dass ein 4-Punkt Modell mit Probezeitpunkten nach 0, 1, 3, und
6 Stunden ein r* von 0.84 erzielen konnte, wahrend ein 5-Punkte Modell, dessen
Probezeitpunke innerhalb der ersten zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lagen, nur

ein r* von 0., 3 erzielte [111].

Die praktikabelste LSS mit vier Probe-Zeitpunkten lieferte jedoch Modell 13, da die
dazugehorigen Probezeitpunkte mit den Zeitpunkten 0, 30 Minuten, einer und zwei Stunden
innerhalb der ersten zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lagen, wobei noch ein r?
von 0,87 erreicht werden konnte (Cqn, Cosn, Cin und Cyp; r’ = 0,87). Tabelle 5 zeigt
ausfuhrliche Einzelheiten der verschiedenen Modelle und Tabelle 6 gibt eine

Zusammenfassung der Vorhersagefehler der verschiedenen LSS.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

An unserem Herztransplantationszentrum ist das Immunsuppressivum MMF mittlerweile ein
wesentlicher Bestandteil der immunsuppressiven Basistherapie bei Patienten nach
Herztransplantation. Dabei hat sich die Bestimmung der Talblutspiegel der aktiven
Wirksubstanz MPA als Monitoring-Verfahren etabliert. Allerdings belegen sowohl Hinweise
aus der Literatur als auch eigene Erfahrungen, dass die Talblutspiegel-Bestimmung starke
interindividuelle Schwankungen aufweist. So scheint es Patienten mit schneller und mit
verzdogerter Verstoffwechselung des Préparates zu geben. Des Weiteren existieren mehrere
Studien, die eine Korrelation zwischen der Inzidenz von akuten AbstoRungsreaktionen und
der Gesamtexposition von MMF belegen.

Um den Bedarf von MMF exakt und individuell zu bestimmen, empfiehlt es sich, die
Verstoffwechselung von MMF in mehreren aufeinander folgenden Spiegelmessungen zu
bestimmen. Hieraus kann dann die Exposition des Patienten anhand eine Integrals, der AUC
errechnet werden.

Da die in unserem Zentrum Ubliche Talblutpiegel-Bestimmung im Gegensatz zur AUC-
Messung nur eine begrenzte Aussage Uber die Gesamtexposition zuldsst, scheint die
Talblutpiegel-Bestimmung hinsichtlich der Prophylaxe akuter Abstol3ungen unterlegen zu
sein.

Diese Arbeit beschaftigte sich mit der Pharmakokinetik von MMF nach primarer orthotoper
Herztransplantation mit Tac als Begleitimmunsuppressivum. Es sollte untersucht werden, ob
Patienten, die bisher aufgrund hoher bzw. niedriger oder normaler Talblutspiegel eine
niedrige bzw. hohe oder normale MMF-Dosierung erhielten, eine ausreichende MMF-
Exposition aufwiesen. Aus den Ergebnissen sollten Algorithmen berechnet werden, die es
ermdglichen, anhand weniger Messungen eine Anndherung an die tatsachliche MMF-AUC
zu berechnen. Das Ziel bestand in der Verbesserung der immunsuppressiven Behandlung
herztransplantierter Patienten in Form von exakteren Dosisanpassungen, als dies bisher der
Fall ist. Unser langerfristiges Ziel ist eine Reduzierung sowohl von akuten AbstoRungen als
auch von Infektionen.

Die Studie konnte bei Langzeit-Herztransplantierten zeigen, dass die MPA-AUC, 1., besser
durch Plasmakonzentrationen, die nach der Medikamenteneinnahme bestimmt wurden,
vorhergesagt werden konnte, als mit der Bestimmung der Talblutspiegels. Es wurden LSS
aus bis zu vier Zeitpunkten evaluiert, um die MPA-AUC, 1o, Vorherzusagen. Betrachtet man

die einzelnen Zeitpunkte, so stellt C,, den genauesten Pradiktor fir die MPA-AUC, 15, dar.

Der Einsatz der Algorithmen zur Abschatzung der MPA-AUC,.1.,, die hauptséachlich auf LSS
beruhen, und deren Zeitpunkte innerhalb der ersten zwei Stunden liegen, kénnten dazu
beitragen, die medikamentdse Therapie mit MMF mittels Individualisierung der Dosierung zu

optimieren. Als praktikabelste LSS fur die klinische Routine erwies sich das Modell 8, weil
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einerseits die entsprechenden Proben-Zeitpunkte innerhalb der ersten zwei Stunden nach
Medikamenteneinnahme liegen (Cosh, Cin, Und Cyp) und andererseits Cq,, Welches sich als
unzuverlassig erwiesen hat, ausschliet. Der zugehdrige Algorithmus lautet: AUC =
1,11 x Cosn + 1,16 X Cy, + 3,72 X Cy, mit einem r> von 0,84. Nicht unwichtig ist auch die
Tatsache, dass sich dieses Modell besonders im ambulanten Bereich wegen der frihen

Zeitpunkte eignet.

Auch wenn in der internationalen Transplantationsgemeinschaft das letzte Wort noch nicht
gesprochen ist, scheint der unschatzbare Wert der therapeutischen Arzneimittel-
Uberwachung zur Optimierung der MMF-vermittelten Immunsuppression auf der Hand zu
liegen. Um die Transplantationsmediziner aber endgiltig Gberzeugen zu kénnen, und um die
theoretisch mdogliche Verbesserung der Behandlung mit diesem nebenwirkungsarmen
Medikament genauer zu definieren, sind wohl noch weitere gro3 angelegte Studien mit

grol3en Patientenzahlen notwendig.
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8 Abklrzungsverzeichnis

ADA
ADP
AMP
ASTS
ATP
AUC
Aza
CNI
CsA
dGTP
dGTP
EHC
EMIT
GDP
GMP
GTP
HGPRT
HPLC
IMP
IMPDH
LSS
MMF
MPA
MPAG
NO
PRPP
Sir
Tac
TDM

TVP

Adenosin-Desaminase

Adenosindiphosphat

Adenosinmonophosphat

Amerikanische Gesellschaft der Transplantationschirurgen
Adenosintriphosphat

Area under the curve

Azathioprin

Calcineurin-Inhibitor

Ciclosporin A

Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyadenosintriphosphat

Engl.: Enterohepatic (re-)circulation

Engl.: Enzyme-multiplied immunoassay technique
Guanosindiphosphat

Guanosinmonophosphat

Guanosintriphosphat
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Engl.: High performance liquid chromatography
Inosinmonophosphat
Inosin-5"-Monophosphat-Dehydrogenase

Engl.: Limited sampling strategy
Mycophenolatmofetil

Mycophenolsaure

Engl.: Mycophenolic acid glucoronid = glucuronidierte Mycophenolsdure
Engl.: Nitric oxide/ Stickstoffmonoxid
5-Phosphoribosyl-1-Pyrophosphat

Sirolimus

Tacrolimus

Engl.: Therapeutic drug monitoring = Therapeutische
Arzmeimitteliberwachung

Transplantatvaskulopathie
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