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1 Einleitung

1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Pathophysiologie und Therapie der Cholestase

Die primar biliare Zirrhose ist eine chronische cholestatische autoimmune
Leberkrankheit, die vorwiegend Frauen in mittlerem Alter betrifft. Die PBC ist durch
eine progressive entzundliche Destruktion der interlobularen und septalen
Gallengange charakterisiert, die zu portalen und periportalen Entzindungen
(Stadium | und Il), Fibrose (Stadium IIl) und eventuell Zirrhose (Stadium V) der
Leber fuhrt. Die Diagnose wird heute meist gestellt, wenn die Patienten noch
keinerlei Symptome aufweisen (29).

Ein cholestatisches Serum-Enzym-Muster, der Nachweis antimitochondrialer
Antikorper im Serum (Untergruppe M2) und histologische Befunde, die mit der PBC
vereinbar sind, sind Wegweiser fur die Diagnose einer PBC. Die Krankheit schreitet
im Allgemeinen langsam voran, die mittlere Lebenserwartung bei unbehandelten
Patienten liegt bei etwa zehn Jahren (55).

Eine Schadigung der Epithelzellen der Gallengange und der Hepatozyten durch
hydrophobe Gallensduren scheint flr die Pathogenese dieser langsam
fortschreitenden entzindlichen Krankheit von Bedeutung zu sein. Diese
Gallensauren verursachen bei Versuchstieren eine hepatozellulare Cholestase und
Leberschadigung (34, 39, 44), des Weiteren verstarken sie vorbestehende
Gallengangsschaden (75). Seit fast 40 Jahren wird eine hepatische Retention von
hydrophoben Gallensduren als wesentliche Ursache fir die progrediente
Leberschadigung bei chronischen cholestatischen Krankheiten diskutiert. Damals
konnten Holsti und Javitt erstmals zeigen, dass die hydrophobe Lithocholsaure (LCA)
und ihr Konjugat Taurolithocholsaure (TLCA) Cholestase und Zirrhose bei

Versuchstieren verursachen (38, 39).

Unter den funf wichtigsten Gallensauren des Menschen [LCA, Deoxycholsaure
(DCA), Chenodeoxycholsaure (CDCA), Cholsaure (CA), Ursodeoxycholsaure
(UDCA)] ist LCA die am starksten cholestatisch wirkende (37, 39). Die hepatischen
Spiegel der beiden hydrophoben Dihydroxygallensauren CDCA und DCA korrelieren
mit dem Grad der Leberschadigung (23, 24, 67). Trotz groRRer Fortschritte im



Verstandnis der Pathophysiologie der Cholestase in den vergangenen Jahren (2, 36,
60, 65) sind die genauen molekularen Mechanismen, die zu einer
gallensaureninduzierten Cholestase und Leberschadigung fihren, in vielen Aspekten

ungeklart.

Es hat sich gezeigt, dass die Konjugate der hydrophilen Gallensaure UDCA bei
Versuchstieren, in der isoliert perfundierten Rattenleber und in isolierten Hepatozyten
vor Leberschadigung und Cholestase schitzen, die von den Konjugaten der CA (44)
und von anderen hydrophoben Gallensauren wie CDCA (34, 44, 16, 35), DCA (16)
und LCA (6, 68) verursacht werden. Fur den protektiven Effekt der UDCA scheint
eine Amidierung eine wichtige Voraussetzung zu sein (6, 35, 74). Erstmals wurde
UDCA vor etwa 15 Jahren als Medikament bei Patienten mit chronischen
cholestatischen Leberkrankheiten wie der PBC verabreicht. Die Vorstellung war,
dass Veranderungen der Zusammensetzung des endogenen Gallensaurenpools
zugunsten von UDCA einer durch hydrophobe Gallensauren ausgeldsten

Leberschadigung entgegenwirken konnten (63).

Zurzeit stellt UDCA die einzige etablierte Therapie chronischer cholestatischer
Leberkrankheiten dar (7). In randomisierten, placebokontrollierten Studien stellte sich
heraus, dass UDCA bei Patienten mit PBC neben einer Verbesserung der
Serumleberwerte die histologische Progression und Zirrhosebildung aufhalt, die
Komplikationen einer Leberzirrhose vermindert und das transplantationsfreie
Uberleben verlangert. Uber nennenswerte Nebenwirkungen der Behandlung wurde
nicht berichtet (7). Die PBC verlauft progredient, unbehandelt letal und betrifft oft
jungere Patienten, daher kommt einer effektiven Therapie entscheidende Bedeutung

ZU.

1.1.2 Wirkungsmechanismen von UDCA bei chronischen cholestatischen

Leberkrankheiten

Bisherige experimentelle Untersuchungen haben auf zwei hauptsachliche
Wirkungsmechanismen von UDCA bei chronischen cholestatischen

Leberkrankheiten hingewiesen:



1.1.21 Protektive Wirkung gegen Schadigung der Gallengange durch

hydrophobe Gallensduren

Die Mdr2-Knockout-Maus ist zur Sekretion von Phospholipiden, die die potentiell
membranschadigenden Effekte der hydrophoben Gallensauren abpuffern kdnnten, in
die Gallenflussigkeit nicht fahig, und sie entwickelt deshalb eine chronische, nicht
eitrige Cholangitis (71). Durch die Verabreichung von UDCA wird bei diesem Modell
die Entwicklung einer chronischen cholestatischen Leberkrankheit verhindert, was
auf einen protektiven Effekt der UDCA-Konjugate auf der Ebene der Gallengange
hinweist (75). Werden artifizielle oder biologische Membranen millimolaren
Konzentrationen von hydrophoben Gallensauren ausgesetzt, haben UDCA-
Konjugate in vitro einen membranprotektiven Effekt (26, 31, 32, 35). Wahrscheinlich
bedeutender als eine direkte Membraninteraktion ist fur diese Effekte die Wirkung

der UDCA auf die Bildung und Struktur von einfachen und gemischten Mizellen (33).

1.1.2.2 Stimulation der hepatozellularen Sekretion von hydrophoben

Gallensauren und anderen potentiellen Hepatotoxinen

Eine entscheidende Rolle beim cholestaseassoziierten Leberschaden scheint die
hepatische Akkumulation von potentiellen Hepatotoxinen, wie hydrophoben
Gallensauren, zu spielen (2, 23, 24, 36, 67). Zuerst aullerte Kitani die Hypothese,
dass der zytoprotektive Effekt von UDCA hdchstwahrscheinlich Uber eine Stimulation
der Leberzellsekretion vermittelt wird (42). Diese Annahme wurde in letzter Zeit
experimentell und klinisch untermauert. Bei Patienten mit PBC und PSC (priméar
sklerosierende Cholangitis) wird durch UDCA-Amide die Sekretion von Gallensauren
ebenso stimuliert (39, 72), wie am Modell der Gallenfistelratte (34, 44) und in
isolierten Hepatozyten (57). In Ubereinstimmung hiermit senkt UDCA die
Serumspiegel von CDCA bei Patienten mit PBC (62) und von Bilirubin bei Patienten
mit PBC und PSC (8, 12, 29, 49, 50). Mittels hepatobiliarer Szintigraphie wurde
festgestellt, dass UDCA ebenso die biliare Sekretionskapazitat bei Patienten mit

Leberkrankheiten, welche mit zystischer Fibrose assoziiert werden, stimuliert (11).



1.1.3 Effekte des Glukokortikoids Budesonid

Es wurde nachgewiesen, dass Kortikosteroide die Serumleberwerte und
histologischen Befunde bei Patienten mit PBC verbessern, wenn sie alleine (53) oder
in Kombination mit UDCA (47) verabreicht werden. Trotz allem konnten
Langzeitbehandlungen mit konventionellen Kortikosteroiden wie Prednisolon von
schweren systemischen Nebenwirkungen beeintrachtigt sein.

Budesonid ist ein nicht-halogeniertes Glukokortikoid, das ebenso fiur die lokale
Behandlung bei Schnupfen und Asthma wie fur die Behandlung entzindlicher
Darmerkrankungen verwendet wird (5, 22). Nach oraler Gabe wird Budesonid fast
vollstandig vom Intestinum absorbiert und in hohem MaRe von der Leber aufgrund
des extensiven First-pass-Effektes, der zu einer niedrigen Bioverfligbarkeit von etwa
10% fuhrt (66), extrahiert. Budesonid wird Uber Cytochrom P450 3A (CYP3A) zu
16a-Hydroxyprednisolon  und  6B-Hydroxybudesonid  verstoffwechselt.  Die
Glukokortikoidaktivitdt der beiden Hauptmetaboliten betragt nur 1 — 10% der
Ausgangssubstanz (41). Der Effekt von Budesonid auf entztindliche Vorgange in der
Leber erscheint grof3er als der von Prednisolon, da Budesonid eine 15 — 20mal
hohere Affinitat an Glukokortikoidrezeptoren (54) aufweist. Es hat sich gezeigt, dass
bei der oralen Gabe von Budesonid bei Patienten mit entzindlichen
Darmerkrankungen weniger systemische Nebenwirkungen als bei herkommlichen
Kortikosteroiden auftreten (22).

Daher erscheint es probat, Budesonid bei der Behandlung von nichtinfektiosen

chronisch entziindlichen Lebererkrankungen wie der PBC (1, 47) einzusetzen.

1.1.4 Bedeutung von Cytochrom P450 3A (CYP3A) als Stoffwechselenzym

Die Familie der Cytochrom P450-abhangigen Enzyme (CYP) ist beim Menschen fur
die Phase |-Biotransformation verantwortlich (27). Die CYP3A-Unterfamilie vermittelt
die Biotransformation von mehr als 50% der Medikamente in klinischem Gebrauch,
(z.B. Makrolid-Antibiotika, Benzodiazepine, Kalziumkanalblocker, Immunsuppressiva
und Chemotherapeutika) (73), sowie unzahligen endogenen Substraten. CYP
werden in verschiedenen Geweben exprimiert. 60% aller CYP in der menschlichen
Leber sind der CYP3A-Unterfamilie zuzurechnen (70). Bei Erwachsenen besteht die

CYP3A-Unterfamilie aus CYP3A4, welches in jeder menschlichen Leber exprimiert



wird, und dem polymorphen CYP3AS5, das in circa 25% aller menschlichen Lebern zu
finden ist (78). CYP3A st das quantitativ bedeutendste CYP der

Intestinalschleimhaut des Erwachsenen (14).

1.1.5 UDCA als Induktor von Cytochrom P450 3A

In Lebermikrosomen von Mausen wurde erstmals gezeigt, dass UDCA hepatisches
CYP3A induziert (58, 59). In einer menschlichen Hepatom-Zelllinie aktivierte UDCA
den nuklearen PXR/SXR (pregnane X receptor/steroid and xenobiotic receptor),
einen heterodimeren Transkriptionsfaktor, der die CYP3A-Expression stimuliert.
UDCA war wirksamer als die meisten anderen untersuchten Gallensauren
einschlieRlich Cholsaure, Deoxycholsaure und des Taurinkonjugats von UDCA (69).
In primaren menschlichen Hepatozyten wurde Uber einen zehnfachen Anstieg der
Aktivitat von CYP3A-abhangiger Testosteron 6p-Hydroxylase unter UDCA (100
pmol/L) im Vergleich zum wesentlich geringeren Effekt diverser anderer
Gallensauren und einem fast zwanzigfachen Anstieg unter Rifampicin (10 pmol/L)
berichtet (69).

Bei vier Patienten mit Gallensteinen erhohte die Behandlung mit UDCA (1500
mg/Tag fur drei Wochen) die Plasmaspiegel von 43-Hydroxycholesterol um 45%
(23,0 £ 3,8 ng/ml vs. 33,6 £ 6,8 ng/ml) (9). Da SF9-Insektenzellen, die mit
rekombinantem menschlichem CYP3A transfiziert waren, Cholesterol in 403-
Hydroxycholesterol umwandelten, wurde diese Beobachtung als Induktion des
CYP3A-Stoffwechsels interpretiert. Bisher wurde der Effekt von UDCA auf CYP3A
nicht in einer vergleichenden Studie am Menschen untersucht, so dass die klinische

Relevanz der oben beschriebenen Beobachtungen unklar bleibt.



1.2 Fragestellung

Mit der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Ist die Gallensdure UDCA ein klinisch relevanter CYP3A-Induktor bei

Patienten mit primar biliarer Zirrhose und Gesunden?

2. Ist der CYP3A-Metabolismus bei Patienten mit PBC im Frihstadium

gegenuber Gesunden eingeschrankt?



2 Methodik

2.1 Ziel der Studie

Das Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob UDCA den CYP3A-Metabolismus bei
Patienten mit PBC (primar biliarer Zirrhose) im Fruhstadium I/l und gesunden
Probanden beeinflusst. Eine mdgliche Induktion von Cytochrom P450 3A (CYP3A)
wurde durch Bestimmung der Pharmakokinetik des exogenen CYP3A-Substrats
Budesonid und seiner Phase I|-Metabolite 16a-Hydroxyprednisolon und 63-
Hydroxybudesonid sowie der renalen Exkretion von 6B-Hydroxycortisol, einem CYP
3A-Metaboliten von Cortisol, vor und wahrend der Behandlung mit UDCA und dem

potenten CYP3A-Induktor Rifampicin ermittelt.

2.2 Art der Studie

Diese offene, nicht randomisierte pharmakokinetische Studie wurde mit acht
gesunden mannlichen Probanden und zwolf Patienten mit PBC im Frihstadium
durchgefuhrt. Bei beiden Gruppen wurden die gleichen pharmakologischen
Untersuchungen durchgefiihrt. Uber drei Wochen hinweg wurde kontrolliert UDCA in
einer bei der Behandlung der PBC empfohlenen Dosis (15 mg/kg
Kdrpergewicht/Tag) verabreicht. In der darauf folgenden vierten Woche wurde UDCA
durch Rifampicin (600 mg/Tag) ersetzt.

Wahrend dreier eintagiger stationarer Aufenthalte (Visiten) wurde jeweils 3 mg
Budesonid gegeben, um die Serumspiegel dieses Medikaments und seiner CYP3A-
Metaboliten und deren renale Elimination vor Gabe von UDCA (Tag 1), wahrend
UDCA-Verabreichung (Tag 22) und unter Gabe von Rifampicin (Tag 29) zu erfassen.
Zur Erhebung der pharmakologischen Daten wurden wahrend dieser stationaren
Aufenthalte jeweils Uber einen Zeitraum von zwdlf Stunden engmaschig Blutproben
genommen und der Urin gesammelt.

In den Einnahmeperioden, die zwischen den Visiten lagen, wurden Kkeine

Untersuchungen durchgeflhrt.
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2.2.1 Ablauf der Studie im Detail

Patienten, die an PBC erkrankt sind und bereits mit UDCA behandelt wurden, hatten

vor Beginn der klinischen Prifung zwei Besuchstermine (Abb. 1):

Visite-2 Vigite-1 Wisite 1 Wisite 2 Vizite 3
| Zeilprik: [Tag]
-2 =14 0 22 249
LD, Rifa.

Abb. 1: Zeitablauf der Studie

In einem ersten Ambulanztermin (Visite -2) wurden sie auf die Eignung fur die
Teilnahme an der Studie voruntersucht, bei einem zweiten ambulanten Besuch
(Visite -1) wurde nach vierwochigem Absetzen (Auswaschphase) von UDCA die
Eignung fur die Teilnahme bestatigt.

Bei unbehandelten, an PBC erkrankten Patienten entfielen die Auswaschphase und

damit auch der zweite Ambulanztermin.

Nach eingehender medizinischer Befragung und koérperlicher Untersuchung,
inklusive EKG und Abdomensonographie, erfolgte beim ersten Ambulanztermin eine

Blutentnahme fur eine ausfuhrliche Laboruntersuchung (Tabelle 1)




Parameter

Visite -2

Visite -1

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Kil

nische Chemie

Bilirubin gesamt

Alk. Phosphatase

Gamma GT

GPT (ALT)

GOT (AST)

GLDH

Gallensauren

| N| O O | W N —~

Cholinesterase

Gesamtprotein

Albumin

11

Alpha-1-globulin

12

Alpha-2-globulin

13

Beta-globulin

14

Gamma-globulin

X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

15

IgM

16

ANA

17

ASMA

18

LKM-1

19

AMA

20

Natrium

21

Kalium

22

Kreatinin

23

Harnstoff

24

Harnsaure

25

CK-Gesamt

26

Glucose (nuchtern)

27

Ferritin

28

hCG (bei gebarfahigen

Frauen)

X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X| X

X| X| X| X| X| X| X| X| X

11
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Kleines Blutbild

29 | Leukozyten X X X X X
30 | Erythrozyten X X X X X
31 | Hamoglobin X X X X X
32 | Hamatokrit X X X X X
33 | MCV X X X X X
34 | MCH X X X X X
35 | Thrombozyten X X X X X
Differentialblutbild

36 | Neutrophile Granuloz. X X X
37 | Lymphozyten X X X
38 | Monozyten X X X
39 | Eosinophile Granuloz. X X X
40 | Basophile Granuloz. X X X
Gerinnung

41 | Thromboplastinzeit X X X
42 | INR X X X

Tabelle 1: Schema der zu messenden Parameter an den jeweiligen Visiten

Entsprachen alle Untersuchungs- und Laborwerte den Einschlusskriterien und trafen
keine Ausschlusskriterien zu, mussten die Studienteilnehmer, die schon mit UDCA
behandelt worden waren, dieses fur mindestens sechs Wochen bis nach dem ersten
stationaren Aufenthalt (Visite 1) absetzen (Auswaschphase). Zwei Wochen vor Visite
1 wurde eine zweite Voruntersuchung (Visite -1) durchgefuhrt, bei der wiederum eine
Blutentnahme fur die Labordiagnostik erfolgte, und wie bei Visite -2 wurde auch hier
der Urin mittels Stix untersucht. Entsprachen bei dieser Visite sowohl die Labor- als
auch die Untersuchungsergebnisse wiederum den Richtlinien fur den
Studieneinschluss und trafen keine Ausschlusskriterien zu, wurde mit dem Patienten
ein Termin fur die stationare Aufnahme zum ersten Studientag (Visite 1) vereinbart.

Am Vorabend des ersten Studientages wurde der Studienteilnehmer stationar
aufgenommen, und es wurde noch einmal Uberprift, ob keine Ereignisse aufgetreten
waren, die zum Ausschluss aus der Studie hatten fihren konnen. Ebenso wurde

versucht, eine eventuelle Mudigkeit und Juckreiz, die Patienten mit PBC haufig
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empfinden, mittels eines validierten Fragebogens (Tabelle 2) zu objektivieren. Dieser
Fragebogen war schon bei Visite -2 mit den Patienten, die unter UDCA-Medikation

standen, durchgegangen worden.
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Intensitat der Mudigkeit

Kreisen Sie bitte die jeweils am ehesten zutreffende Antwort ein:

0 = kein Problem

1 = geringes Problem

2 = mittleres Problem

3 = grol3es Problem

4 = enormes Problem

Auf Grund meiner Midigkeit:

1. Fdhle ich mich nicht so munter 01234

2. Fuhle ich mich eher sozial isoliert 01234

3. Muss ich mein Arbeitspensum herabsetzen oder meine 01234
Verpflichtungen beschranken

4.  Binich launischer 01234

5. Habe ich Schwierigkeiten mich langer zu konzentrieren 01234

6. Habe ich das Gefuhl, dass ich nicht klar denken kann 01234

7.  Arbeite ich weniger effektiv 01234

8.  Muss ich mich mehr auf andere verlassen, die mir helfen oder Dinge 01234
fur mich erledigen

9. Habe ich Schwierigkeiten im voraus zu planen 01234

10. Bin ich ungeschickter und bewege mich unkoordinierter 01234

11. Habe ich das Geflhl, vergesslicher zu sein 01234

12. Binich leicht reizbar und verargert 01234

13. Muss ich aufpassen, meine korperlichen Aktivitaten nicht zu 01234
vernachlassigen

14. Bin ich weniger motiviert etwas zu tun, das korperliche Anstrengung 01234
erfordert

15. Bin ich weniger motiviert, mich an sozialen Aktivitaten zu beteiligen 01234
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16. Ist meine Fahigkeit, mich auRer Haus zu bewegen, eingeschrankt 01234
17. Habe ich Schwierigkeiten, mich lange Zeit kdrperlich zu betatigen 01234
18. Finde ich es schwierig, Entscheidungen zu treffen 01234
19. Habe ich aulerhalb meines eigenen Hauses wenige soziale 01234
Kontakte
20. Bedeuten gewdhnlich wiederkehrende Tagesgeschehnisse fur mich 01234
Stress
21. Bin ich weniger motiviert, jegliche Art von Dingen zu tun, die geistige 01234
Arbeit erfordern
22. Vermeide ich Situationen, die Stress fur mich bedeuten 01234
23. Fuhlen sich meine Muskeln viel schwacher an, als sie sich eigentlich 01234
anfihlen sollten
24. Erhoht sich mein korperliches Unbehagen 01234
25. Habe ich Schwierigkeiten, mit etwas Neuem umzugehen 01234
26. Habe ich das Gefuhl, den Anforderungen, die Leute mir gegenuber 01234
stellen, nicht entsprechen zu kdnnen
27. Habe ich Schwierigkeiten, mich und meine Familie finanziell zu 01234
versorgen
28. Fuhre ich ein weniger ausgefllltes Sexualleben 01234
29. Empfinde ich es als schwierig meine Gedanken zu ordnen, wenn ich 01234
mich zu Hause oder in der Arbeit mit etwas beschaftige
30. Habe ich Schwierigkeiten Aufgaben zu beenden, die koérperliche 01234
Anstrengung erfordern
31. Mache ich mir Sorgen, was fur einen Eindruck ich auf andere Leute 01234
mache
32. Habe ich Schwierigkeiten, mit emotionalen Problemen umzugehen 01234
33. Habe ich das Gefuhl, dass meine Denkvorgange langsamer ablaufen 01234
34. Habe ich das Geflhl, dass es mir schwer fallt mich zu konzentrieren 01234
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35. Habe ich Schwierigkeiten, mich voll am Familienleben zu beteiligen 01234

36. Muss ich meine korperlichen Aktivitaten einschranken 01234

37. Brauche ich ofter oder langere Ruhezeiten 01234

38. Bin ich nicht in der Lage, mich so um meine Familie zu kimmern, wie 01234
ich es sollte

39. Kommen mir kleinere Probleme wie grolde vor 01234

Total Score
(max. 160)

Intensitat des Juckreizes

Starkster
Kein vorstellbarer
Juckreiz Juckreiz

1 2 83 4 b5 b [7 B8 9 |10

Tabelle 2: Fragebogen zur Evaluation der Intensitat von Miudigkeit und Juckreiz

Die Teilnehmer erhielten ein leichtes Abendessen, danach durften sie auf3er Wasser

und Kamillen-, Fenchel- oder Malventee keinerlei Nahrung oder Getranke zu sich

nehmen, damit eine Fastenphase von mindestens 10 Stunden vor der Einnahme von

Budesonid gewahrleistet war.

Dieses Procedere wurde ebenfalls an den Vorabenden zu den Studientagen 22

(Visite 2) und 29 (Visite 3) wiederholt.
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Bei Visite 1 begann der Tag mit Messung von Blutdruck, Puls und Temperatur.
Danach wurde dem Patienten eine Venenverweilkanule in eine Armvene gelegt,
welche Uber den gesamten Studientag dort verblieb. Kurz vor Einnahme der
Prifmedikation 1 (Budesonid) um circa 8.00 Uhr wurde daraus erstmals Blut fir
Routine-Laboruntersuchungen (Tabelle 1) und zur Bestimmung des Spiegels von
Budesonid und dessen Metaboliten gewonnen. Weitere Blutentnahmen erfolgten 2,
2%, 3, 3%, 4, 47, 5, 5%, 6, 7, 8, 10 und 12 Stunden nach Verabreichung von
Budesonid (Tabelle 3). Nach der letzten Blutabnahme wurde die Verweilkanule
entfernt, und die Patienten konnten die Klinik verlassen, sofern keine Komplikationen

aufgetreten waren.

Zeit (nach Gabe der 0(22%|3|3% |4 |4%|5|5%|6|7 |8 10|12
Studienmedikation [h])
BE fur Routinelabor, X

Cortisol, Gallensauren
BE fir Budesonid und [ X | X | X [ X|X [X|X |[X|X [ X|X[|X[X | X
Metaboliten (1)
US fur Budesonid- X
Metabolite
US fur Cortisol und X
6B-Hydroxycortisol

(1) 16a-Hydroxyprednisolon und 63-Hydroxybudesonid
BE = Blutentnahme

US = Urinsammlung

Tabelle 3: Schema der Blutentnahmen und Urinsammlungen

Bevor die Prufmedikation 1 verabreicht wurde, mussten die Patienten ihre Blase
entleeren; von diesem Urin wurden 10 ml entnommen, der Rest verworfen. Uber die
Dauer von 12 Stunden wurde nun der Urin gesammelt und am Ende des
Studientages die Menge bestimmt. Davon wurden 2 x 10 ml entnommen, um den

Spiegel von Cortisol und die Ausscheidung von Budesonid zu bestimmen.
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4, 7 und 10 Stunden nach Einnahme von Budesonid erhielten die Teilnehmer eine
standardisierte Mahlzeit mit Getranken (Tabelle 4). Die Energiezufuhr war auf circa

1500 kcal pro Tag begrenzt.

Mittagessen

Bruhe mit Einlage (z.B. Fadennudelsuppe)

Fettarmes Fleisch mit legierter Sof3e (120 g Fleisch, 80 ml Sole)

Legiertes Gemuse (150 g Gemuse, 30 ml Sol3e)

Petersilienkartoffeln (160 g )

Salat ( 30 g Blattsalat, klare Marinade mit 5 g Rapsol)

Fruchtjoghurt (3,5 % Fett, 150 g)(ohne Mandarinen, Orangen, Grapefruit,
Schokolade, Kaffee)

Zwischenmabhlzeit

Butterkekse (3 St. / 15 g)

Banane (140 g)

Apfelsaft (200 ml, ohne Zuckerzusatz)

Abendessen

Fettarme Wurst (80 g)
Kase 30 % F.i.Tr. (20 g)
Tomaten ( 2 St.)
Brotchen (1 St.)
Mischbrot (50 g)
Diat-Margarine (10 g)

Tee, Zucker (ohne Schwarztee)(Fenchel- Kamillen- und Malventee)

Tabelle 4: Mahlzeitenplan fiir die stationaren Aufenthalte an den Studientagen
1,22 und 29

Wahrend des stationaren Aufenthalts war der Verzehr von zusatzlicher Nahrung,

sowie von Kaffee, schwarzem Tee und Friichtetee nicht erlaubt.

Der Ablauf der einzelnen stationdren Aufenthalte war bis auf die unterschiedliche

Verabreichung der verschiedenen Prufmedikationen (Tabelle 5) identisch.
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Visite 1 | Tage 2 — 21 | Visite 2 | Tage 23 — 28 | Visite 3
(Tag 1) (Tag 22) (Tag 29)
Budesonid 3 mg X X X
CYP3A-Substrat
UDCA 15 mg/kg/Tag X X
CYP3A-Induktor
Rifampicin 600 mg/Tag X X
CYP3A-Induktor

Tabelle 5: Medikation an den einzelnen Studientagen

Um die Compliance wahrend der Studie zu Uberwachen, mussten die Probanden zu
jeder Medikamentengabe im Prufzentrum erscheinen (mouth-check). Die Patienten
wurden taglich angerufen und mussten auflerdem ein Tagebuch flhren, in das die
Einnahme- und Essenszeiten sowie etwaige Probleme eingetragen wurden. Die
Medikamente wurden den Patienten in Dosierhilfen abgezahlt mit nach Hause
gegeben.

Das Studienprotokoll wurde von zwei medizinischen Ethikkommissionen uberpruft.
Die Studie wurde in Anlehnung an die ethischen Richtlinien der Deklaration von
Helsinki und der Internationalen Konferenz fur Richtlinien fir ,Good Clinical Practice®
durchgefuhrt.

2.3 Studienpopulation

In die Gruppe der Patienten wurden Frauen und Manner mit PBC im Alter von 18 —
80 Jahren eingeschlossen, in die Gruppe der Probanden gesunde Manner zwischen
18 und 65 Jahren.

2.3.1 Einschlusskriterien

Fur Patienten und Probanden:
- Body-Mass-Index zwischen 18 und 30 kg/m2. Mindestkorpergewicht 50 kg,
Hochstgewicht 100 kg
- Normales EKG und normale Vitalparameter

- Kaukasier
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Fahigkeit, mit dem Untersucher zu kommunizieren und die Erfordernisse der
gesamten Studie zu erflllen
Vorliegende datierte und unterzeichnete Einverstandniserklarung zur

Prifungsteilnahme

Fur Patienten:

Frauen und Manner

Alkalische Phosphatase oder Gamma GT = 1,5 der Norm

Innerhalb von funf Jahren vor Einschluss in die Studie keine histologisch
nachgewiesene Leberzirrhose, d. h. nur PBC-Patienten mit einer Histologie
der frihen Stadien |, Il, Il — lll oder, falls die Histologie fehlt, keine Hinweise
fur einen Pfortaderhochdruck (Oesophagusvarizen oder Aszites und/oder
eine Pfortaderdilatation > 15 mm)

Positive AMA (Antimitochondriale Antikorper) im Serum

Fur Probanden:

Nichtraucher, Nikotin im Urin unter 500 ng/ml
Akzeptable Blutdruckwerte (100 — 145 mmHg systolisch, 60 — 90 mmHg
diastolisch) und Pulsfrequenz (50 — 100/min)

2.3.2 Ausschlusskriterien

Fur Patienten und Probanden:

Bakterielle, virale oder Pilzinfektion

Akute Hepatitis

Positiver HIV-, HBV- und/oder HCV-Test

Gastrointestinale Erkrankung und/oder pathologische Befunde, die nicht mit
der Lebererkrankung im Zusammenhang stehen

Chronische Krankheit, welche die Resorption oder den Metabolismus der
Studienmedikation beeintrachtigen konnte

Bekannte Uberempfindlichkeit auf Inhaltsstoffe der zu verabreichenden

Medikamente
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Vorbestehende Herz- oder Blutkrankheiten oder pathologische Befunde,
welche die Sicherheit, die Vertraglichkeit, die Resorption und/oder
Pharmakokinetik beeintrachtigen

Exzessiver Alkoholkonsum (= 35 g/Tag bei Mannern und = 25 g/Tag bei
Frauen)

Akute Entzindung der Gallenblase oder der Gallengange

Andere Lebererkrankungen aul3er PBC

Klinisch relevante pathologische Laborbefunde, die nicht mit der untersuchten
Leberkrankheit in Zusammenhang stehen

Histologisch nachgewiesene Leberzirrhose oder ein Bilirubinwert > 3 mg/dI
oder Pfortaderhochdruck

Pfortaderthrombose

Starke Raucher (mehr als 10 Zigaretten pro Tag)

Schwangere, stillende Frauen oder Frauen, die orale Kontrazeptiva
einnehmen, da Ethinylestradiol ein CYP3A Substrat ist und die Untersuchung
storen wurde

Einnahme von UDCA oder Glukokortikoiden (,Cortison®) innerhalb der letzten
6 Wochen vor Visite 1

Zunahme von mindestens zwei der folgenden Laborparameter um das
Vierfache des Normalwertes nach vierwochigem Absetzen von UDCA: AST,
ALT, Gamma GT, Bilirubin gesamt, alkalische Phosphatase

Fragliche Kooperationsfahigkeit

Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Prifung oder innerhalb
der letzten 30 Tage vor Studienbeginn

Vier Wochen vor Visite 1 Einnahme von Medikamenten, deren Wirkstoffe
CYP3A beeinflussen konnten (Tabelle 6)

Vier Wochen vor Visite 1 Einnahme von grapefruithaltiger Nahrung oder
Getranken

Drei Tage vor Visite 1 Einnahme von Hy-Antagonisten und
cholestyraminhaltigen Medikamenten oder Medikamenten, welche die
Magen-Darm-Tatigkeit beeinflussen (z. B. Metoclopramid)

Zwolf Stunden vor Visite 1 Einnahme von Medikamenten zur Neutralisation

der Magensaure (Antazida)



CYP3A-Induktoren

CYP3A-Inhibitoren

Barbiturate

Nefazodone

Cimetidin Troleandromycin
Phenytoin Ethinylestradiol
Rifampicin Ciclosporin
Amiodaron Carbamazepin

Clarithromycin

Corticosteroide

Erythromycin Rifabutin
Fluoxetin Johanniskraut
Fluvoxamin Diltiazem
Ciprofloxacin Verapamil
Norfloxacin Pioglitazone
Fluconazol Troglitazone
Itraconazol Modafinil
Ketoconazol
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Tabelle 6: CYP3A-Induktoren und —Inhibitoren

2.4 Vorgehensweise zur Probengewinnung

2.4.1 Blutentnahme zur Bestimmung von Budesonid und dessen Phase-I-

Metaboliten

Nach jeder Blutentnahme in eine 4,9 ml EDTA-Monovette wurde die
Venenverweilkanule mit genau 2 ml physiologischer Kochsalzlésung gespult. Ebenso
waren unmittelbar vor der Blutentnahme genau 2 ml Blut aus der liegenden Kanule in
eine Spritze zu entnehmen und zu verwerfen. Zweck der Spulung war eine
Vorbeugung der Thrombosierung in der Kanule.

Die Anwendung von Heparin zum Offenhalten der Kantle war nicht erlaubt.

Das Vollblut wurde unmittelbar nach der Blutentnahme, jedoch spatestens innerhalb
von 10 Minuten, zentrifugiert (1500 x g, 10 min, 4°C) und das gewonnene Plasma

sofort bei —20°C eingefroren. Die Lagerung bis zur Analytik erfolgte bei —20°C.
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2.4.2 Sammlung von 12-h-Urin zur Bestimmung von 6R-OH-Cortisol und freiem
Cortisol

Startzeitpunkt (nach Verwerfen der ersten Urinprobe) und Ende der Sammelperiode
(Sammeln der letzten Fraktion) sowie das gesammelte Urinvolumen wurden
dokumentiert. Die Volumenbestimmung erfolgte Uber Abwiegen des Sammelurins
unter der Annahme, dass 1 g Urin = 1 ml Urin ist. Waren innerhalb der
Sammelperiode mehrere Gefalle mit Urin geflillt worden, wurde der Gesamturin vor
der Aliquotierung in ein einziges groRes Gefald geschuttet, um Rechenfehler durch
Teilmengen zu vermeiden, d. h. es wurden keine Urinanteile aus verschiedenen
Gefalken in Abhangigkeit von diversen Teilvolumina entnommen. Die Lagerung bis

zur Analytik erfolgte bei —20°C in einer 10 ml Urinmonovette.

2.5 Analysemethoden

Die  Konzentrationen von Budesonid, 6p-Hydroxybudesonid und 16a-
Hydroxyprednisolon in Plasma und Urin wurden mittels
Flissiggaschromatographie/Tandemmassenspektrometrie (LC/MS/MS)  bestimmt.
Nach Extraktion aus der Matrix wurden Budesonid und seine Metabolite mittels eines
Drei-Phasen-Massenspektrometers SCIEX API |l PLUS (SCIEX, Thornhill, Ontario,
Canada) quantifiziert. Die Chromatographiesaule war Uber eine heizbare
Nebularschnittstelle an eine normoatmospharische lonisationskammer des
Massenspektrometers gekoppelt. Fur die Bestimmung von 16a-Hydroxyprednisolon
wurde hingegen eine Turboionensprayschnittstelle verwendet. Die untere
Nachweisgrenze im Plasma [Urin] war 0,1 ng/mL [0,5 ng/mL] fGr Budesonid und 63-
Hydroxybudesonid, sowie 0,4 ng/mL [2 ng/mL] fir 16a-Hydroxyprednisolon. Die
Variationskoeffizienten der Qualitatskontrollen lagen sowohl zwischen den Visiten als
auch innerhalb der Visiten unter 15%. Die Bestimmung von 6B3-Hydroxycortisol im
Urin  wurde mittels Hochleistungs-Flussigchromatographie mit ultravioletter
Aufdeckung durchgeflhrt (65). Die Untergrenze der Quantifizierung waren 20,4
ng/mL. Die Konzentration der Gallensduren im Serum wurde mittels
Kapillargaschromatographie gemessen (13). UDCA-Spiegel wurden als Prozentsatz

der Gesamtgallensauren ausgedruckt.
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2.5.1 Budesonid- und Metabolitenkinetik

Pharmakokinetisch relevante Parameter wurden mittels modellunabhangiger
Methoden bestimmt (WinNonlin v.3.1A, Pharsight Corporation, CA, USA).
Spitzenkonzentrationen (Cnax) im Plasma und der Zeitpunkt der maximalen
Plasmakonzentration (Cmnax) wurden direkt von der Konzentrations-Zeit-Kurve
genommen. Die Flache unter der Plasma-Konzentrations-Zeit-Kurve innerhalb von
12 Stunden (AUCp.12n) wurde Uber eine Kombination von linearen und
logarithmischen Trapezoidmethoden mit Extrapolation gegen unendlich (AUCy..)
bestimmt. Die Halbwertzeit (ti2) fur die Endausscheidung wurde aus der
abschlielfenden Steigung der log-linearen Konzentrations-Zeit-Kurve Uber least-
squares lineare Regression berechnet. Die Clearance (CLq5) von oral gegebenem
Budesonid wurde aus der Gleichung ClLoa = Dosis/ AUCy., abgeleitet und fur
Kdrpergewicht normalisiert. Die AUC-Relationen (AUCy.12n wahrend Induktion/AUC,.
12n VoOr Induktion) von Budesonid und seinen Metaboliten wurden jeweils berechnet,
um den Umfang der Induktion 2zu charakterisieren. Die Verhaltnisse der
Metabolitenbildung (AUCwet/AUCgudesonia, Wobei Met den Metaboliten beschreibt),
beispielsweise AUCg.12n von 6B-Hydroxybudesonid/AUCy.12n, von Budesonid wurden
als Hinweis fur die Aktivitadt von CYP3A verwendet. Die Bestimmung der
Ausscheidung der analysierten Substanzen im Urin basierte auf der kumulativen
Menge der jeweiligen Substanz, die uber 12 Stunden (Aey.12n) ausgeschieden wurde,
und wurde in Prozent der verabreichten Budesoniddosis beschrieben. Die Clearance
der Metaboliten (CLwuet) Wurde berechnet, indem Aeg.12n des jeweiligen Metaboliten

durch AUCy.12n von Budesonid im Plasma dividiert wurde.

2.5.2 6B-Hydroxycortisol im Urin

Die Induktion von CYP3A-Enzymen durch UDCA und Rifampicin wurde wahrend der
Visiten 1, 2 und 3 Uber die Messung der kumulativen Menge von 63-Hydroxycortisol,
welches innerhalb von 12 Stunden Uber den Urin ausgeschieden wurde, bestimmt.
Bei allen Patienten wurde wahrend der Hospitalisierung die Intensitat der Mudigkeit
und die Intensitat des Juckreizes mittels eines Score, der mit einem validierten
Fragebogen, bestehend aus 39 Fragen, ermittelt wurde (max. Wert = 156), und Uber

eine visuelle Skala (1 — 10) bestimmt (64).
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2.5.3 Pharmakokinetische Analyse

Fir Budesonid wurden die folgenden pharmakokinetischen Parameter von jedem

einzelnen Plasmakonzentration-Zeitprofil mittels modellunabhangiger Methoden
(WinNonlin v.3.1A) abgeleitet:

Cmax (ng/mL)

tmax (h)

AUC.12n (h*ng*mL'1)

ti2 (h)

Clora (L*min"*kg™)

maximal beobachtete Plasmakonzentration

Zeit, um maximale Plasmakonzentration zu erreichen

Flache unter der Konzentrations-Zeitkurve im Plasma
innerhalb von 12 Stunden, die mittels einer Kombination
von linearen und logarithmischen Trapezoidmethoden

mit Extrapolation gegen Unendlich (AUCy..) berechnet

wird.

Halbwertszeit, die mittels der log-linearen Steigung des
Plasmakonzentration-Zeitprofils als ti> = In2/ A, berechnet

wird

Konstante der Endphase, die Uber die log-lineare
Regression am Ende des Plasmakonzentration/Zeitprofils
ermittelt wird. Um die Eliminierungskonstante A, zu

bestimmen, sind mindestens drei Zeitpunkte notwendig

Clearance von oral gegebenem Budesonid, die aus
der Gleichung CLya = Dosis/AUCy... abgeleitet und fur

Korpergewicht normalisiert wird



26

2.6 Statistik

Die Studie hatte eine Power von 80%, einen Unterschied von 20% in der Plasma-
AUC von Budesonid zwischen Studientag 1 und Studientag 22 mit P<0,05 in jeder
Gruppe zu entdecken. Die Kalkulation der Probengrofle basierte auf dem
Variationskoeffizienten der AUC von Budesonid einer friheren Studie mit Patienten
mit PBC Stadium | — Il (42). Der Effekt von UDCA und Rifampicin auf den CYP3A
Metabolismus wurde durch das Softwarepaket GraphPad Instat (San Diego, CA,
USA) analysiert. Unterschiede zwischen Patienten und Probanden zu Beginn wurden
mittels Mann-Whitney-Test auf Signifikanz getestet. Um die Parameter zwischen den
einzelnen Studientagen zu vergleichen, wurde die parametrische Varianzanalyse
(ANOVA) fur alle pharmakokinetischen Parameter auller der Zeit von Cpax und typ
verwendet. HierfUr kam die nichtparametrische ANOVA zur Anwendung.
Pharmakodynamische Parameter wurden ebenfalls mittels nichtparametrischer
ANOVA bestimmt. Die Resultate der parametrischen Parameter wurden als
Mittelwert + Standardabweichung wiedergegeben und die Ergebnisse der
nichtparametrischen Parameter als Median (95% Konfidenzintervall). Daneben
wurde die Uberprifung von Ab- oder Anwesenheit jeglicher signifikanten
Arzneimittelinteraktion als Aquivalenzproblem behandelt. 90% Konfidenzintervalle
der logarithmisch transformierten Parameter AUCq.12n und Crax  von Budesonid vor
und wahrend der Induktion stammten von der residualen Varianz multifaktorieller
ANOVA. Signifikante Interaktion wurde angenommen, wenn diese 90%
Konfidenzintervalle auRerhalb der Aquivalenzbreite von 0,8 — 1,25 (AUCq.12n) bzw.
0,7 — 1,43 (Cpax) Waren.
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3 Ergebnisse

Alle Patienten mit PBC im Frihstadium (elf Frauen und ein Mann; 51,8 + 10,4 Jahre;
62,7 + 11.3 kg, Serumbilirubin 0,69 + 0,32 mg/dL [Normalwert <1,00], alkalische
Phosphatase 247 + 251 U/L [<135], ALT 91 + 114 U/L [<35]) und alle gesunden
Probanden (acht Manner; 44,4 + 8,6 Jahre; 78,3 + 5,0 kg) beendeten die Studie
gemal Protokoll mit exzellenter Compliance. UDCA-Werte im Serum waren an
Studientag 1 niedrig (1,3 £ 2,9% bei Patienten; 4,6 + 5,9% bei Probanden) und
stiegen merklich bis Studientag 22 an (86,9 + 4,2% bei Patienten; 80,8 + 4,9% bei
Probanden). Nach einer Woche Auswaschphase von UDCA, an Studientag 29,
waren die UDCA-Werte noch nicht auf den Ausgangswert zurlck gefallen (25,9 +
17,2% bei Patienten; 26,1 + 5,6% bei Probanden).
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3.1 Pharmakokinetik von Budesonid

Parameter Visite 1: Visite 2: Visite 3:
vor Behandlung UDCA Rifampicin

Patienten mit primér bilidrer Zirrhose im Friihstadium (n=12)
AUCq.12n (h*ng*mL™") [5.86 + 2.85 4.67 +2.50 0.04 + 0.09***
Cmax (ng/mL) 1.76 £ 0.92 1.47 +0.85 0.03 £ 0.06™**
tmax (h) 5.0(4.5-5.3) 5.0 (4.3-5.6) 5.5 (4.6-6.1, n=3)
CLorar (L*min"*kg™) 0.14 £ 0.07 0.18 +0.09 19.31 £ 6.88***
t12 (h) 3.3(3.0-4.0) 3.3(25-44) -

Probanden (n=38)
AUCq.12n (h*ng*mL™")  [3.31 + 1.907 2.92+2.18 0.01 £ 0.02***
Crmax (ng/mL) 1.07 + 0.63% 0.84 + 0.54 0.01 + 0.04**
tmax (h) 5.0(4.2-5.3) 45(4.1-51) 7.0 (n=1)
CLorar (L*min"*kg™) 0.22 +0.11 0.27 +0.13 81.41 + 28.55***
t12 (h) 24 (1.9-34) 24 (1.9-3.2) -

Tabelle 7: Pharmakokinetik von Budesonid unter Basalbedingungen, nach 3-
wochiger Gabe von UDCA und 1-wochiger Gabe von Rifampicin bei 12
Patienten mit PBC und 8 Probanden. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert £ SD oder Median (95% Konfidenzintervall).

**P<0,001 vs. Ausgangswert (ANOVA); *P<0.05, *P<0.01 vs. Patienten (Mann-
Whitney Test).

Die pharmakokinetischen Parameter der CYP3A-Testsubstanz Budesonid sind in
Tabelle 7 unter Basalbedingungen sowie nach Gabe von UDCA und Rifampicin
zusammengefaldt. Die maximal beobachtete Plasmakonzentration von Budesonid
sank sowohl bei Patienten als auch Probanden wahrend der Gabe von UDCA nicht
signifikant, wahrend der Verabreichung von Rifampicin jedoch fast in den nicht
quantifizierbaren Bereich (z.B. Patienten, Visite 1: 1,76 £ 0,92; Visite 2: 1,47 + 0,85;
Visite 3: 0,03 + 0,01). Im Gegensatz dazu war die Clearance von oral gegebenem
Budesonid wahrend der Medikation mit UDCA im Vergleich zum Kontrollwert nahezu
konstant, wahrend der Gabe von Rifampicin stieg sie um ein Vielfaches an, wobei

der Effekt bei den Probanden wesentlich ausgepragter war als bei den Patienten.
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Konzentrations-Zeitkurven von Budesonid im Plasma an den Studientagen 1, 22 und
29 sind in Abb. 2 gezeigt.

A

—®— Budesonid

—&— Budesonid + UDCA

—&— Budesonid + Rifampicin

Budesonid im Plasma

—&— Budesonid
—o&— Budesonid + UDCA

—4— Budesonid + Rifampicin

Budesonid im Plasma

Zeit (h)

Abb. 2: Konzentrations-Zeit-Kurve von Budesonid im Plasma nach der Gabe
einer Einzeldosis (3 mg) Budesonid vor (schwarzer Kreis) und wahrend der
Gabe von UDCA (weiBer Kreis) oder Rifampicin (schwarzes Dreieck) bei 12
Patienten (A) und 8 Probanden (B). Die Daten sind Mittelwerte + SD.
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Der CYP3A-Metabolismus war bei Patienten mit PBC im Fruhstadium im Vergleich
zu den gesunden Probanden beeintrachtigt. Patienten hatten 63% der
durchschnittlichen CLqr5 von Budesonid und 53% (6B-Hydroxybudesonid) bzw. 47%
(16a-Hydroxyprednisolon) der CLwyet von Probanden. Die Gabe von UDCA
beeinflusste den Metabolismus von Budesonid via CYP3A nicht signifikant. Die AUC
Relationen (AUCy.12n an Tag 22/ AUCy.12n an Tag 1) beider Phase I-Metaboliten von
Budesonid (z.B. Patienten, 6p-Hydroxybudesonid: 0,87 + 0,33; 16a-
Hydroxyprednisolon: 0,87 + 0,32) waren nicht signifikant hoher als das AUC-
Verhaltnis von Budesonid allein (0,74 + 0,25, Abb. 3).
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Abb. 3: Effekt von UDCA und Rifampicin auf die Plasmaspiegel von Budesonid
(schwarz), 6B-Hydroxybudesonid (weiB) und 16a-Hydroxyprednisolon (grau),
bestimmt als Verhaltnis der Flachen unter den Plasma-Konzentrations-Kurven
(AUCo.12n) wahrend der Gabe bzw. vor der Gabe von UDCA/Rifampicin. Die
Daten sind Mittelwerte =+ SD bei 12 Patienten (A) und acht Probanden (B).
**P<0,01, ***P<0,001 vs. Budesonid (ANOVA).
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Die Metabolitenbildung wurde nicht signifikant von UDCA erhdht. AUCue/ AUCgudesonid
sowohl von 6B3-Hydroxybudesonid als auch von 16a-Hydroxyprednisolon erhdhte sich
nicht wesentlich wahrend der Gabe von UDCA (z.B. Patienten, 63-
Hydroxybudesonid, AUCyet/AUCgugesonia: 1,5 £ 0,4 bei Visite 1; 1,8 £ 0,7 bei Visite 2,
Tabelle 8). Im Gegensatz dazu wurde AUCwe/AUCgugesonia beider Metaboliten
wahrend der Gabe von Rifampicin signifikant erhoht (z.B. Patienten 16a-
Hydroxyprednisolon, AUCuet/AUCgudesonia 927,0 + 248,7 bei Visite 3). Entsprechend
dazu anderte sich die Halbwertszeit von Budesonid durch die Einnahme der

Gallensaure nicht.

Metabolitenkinetik Visite 1: Visite 2: Visite 3:
vor der Behandlung UDCA Rifampicin

Patienten mit primdr bilidrer Zirrhose im Friihstadium (n=12)

a) 6p-Hydroxybudesonid

AUCMet/AUCBudesonid 1.5+£04 1.8+0.7 23.8 £ 212***

CLmet (L/h) 6.8+3.9 7.6 4.6 101.4 £ 93 .4%*x*

b) 16 a-Hydroxyprednisolon

AUCMet/AUCBudesonid 8.6+39 10.7+ 7.1 527.0 £ 248.7***

CLmet (L/h) 46.5+31.3 48.3 £34.2 3097.5 £2542.0%**

Probanden (n=38)

a) 6-Hydroxybudesonid

AUCwme/ AUCpudesonid 1.9+0.9 2409 142.6 £ 36.5%**

CLmet (L/h) 128 +6.7 149+5.6 949.3 + 352 1***

b) 16 a-Hydroxyprednisolon

AUCwme/ AUCpuydesonid 12.7+£7.2 145+7.1 3281.7 £ 919.1%**

CLmet (L/h) 98.1 +71.1" 117.6 £76.4 25926 £ 9972.1***

Tabelle 8: Effekt von UDCA (15 mg/kg/Tag) und Rifampicin (600 mg/Tag) auf die
Pharmakokinetik der Budesonidmetaboliten 6B-Hydroxybudesonid und 16a-
Hydroxyprednisolon bei Patienten mit PBC im Frihstadium und Probanden. An
jedem Studientag wurden 3 mg Budesonid/Test gegeben. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwerte + SD; ***P<0.001 vs. Ausgangswert (ANOVA);
*P<0.05 vs. Patienten (Mann-Whitney Test).
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90% Konfidenzintervalle der Relationen von AUCp.12n und Cpax von Budesonid
wahrend UDCA-Gabe lagen im Vergleich zum Kontrollwert nicht vollstandig innerhalb
des Aquivalenzbereichs (Patienten: AUCo.12n 0,53 — 110,4, Cmax 0,63 — 0,96;
Probanden: AUCy.121 0,61 — 0,95, Crax 0,68 — 101,0).

Im Gegensatz dazu induzierte Rifampicin dramatisch den Metabolismus von
Budesonid, was sich in nicht mehr nachweisbaren Plasmaspiegeln des
Ausgangsmedikamentes zeigte. Bei neun von zwolf Patienten und sieben von acht
Probanden lag am Studientag 29 die Spitzenplasmakonzentration von Budesonid
unter der Nachweisgrenze. ClLy, von Budesonid wurde durch Rifampicin deutlich
stimuliert (P<0,001).

Die orale Clearance erhohte sich mehr als hundertfach bei Patienten und mehr als
dreihundertfach bei Probanden. Die mittleren AUC-Verhaltnisse (AUCg.12n an
Studientag 29/ AUCy.12, an Studientag 1) der zwei Metaboliten (Bsp.: PBC Patienten,
6B3-Hydroxybudesonid: 0,10 + 0,09, 16a-Hydroxyprednisolon: 0,47 + 0,22) waren
mehr als 25fach bzw. hundertfach héher als jenes von Budesonid (0,004 + 0,01,
Abb. 3). Die Relationen der Metabolitenbildung wurde durch Rifampicin wesentlich
erhoht (P<0,001, Tabelle 8). 90% Konfidenzintervalle der Verhaltnisse sowohl von
AUC.12n als auch von Cpax waren wahrend der Rifampicingabe im Vergleich zum
Ausgangswert weit auRerhalb des Aquivalenzbereichs (Bsp.: Patienten 0,003 — 0,06;
0,003 — 0,19). Zum Ausgangszeitpunkt war das Auftreten von Budesonid im Urin
(Summe von Budesonid und beiden Metaboliten) im Mittelwert bei Patienten 10%
der verabreichten Dosis und 11% bei den Probanden. Der Trend war, dass
Rifampicin, aber nicht UDCA, das Auftreten der Metaboliten im Urin erniedrigt.
Nichtverstoffwechseltes Budesonid wurde im Urin keines Studienteilnehmers
entdeckt.

3.2 Ausscheidung von 6B-Hydroxycortisol im Urin

Die Behandlung mit UDCA beeinflusste die Ausscheidung von 6B-Hydroxycortisol im
Urin in keiner Gruppe, wahrend die Behandlung mit Rifampicin in einem steilen
Anstieg dieses Markers der CYP3A-Induktion resultierte (P<0,001 bei Patienten,
P<0,01 bei Probanden; Abb. 4).
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Abb. 4: Effekt von UDCA und Rifampicin auf die Ausscheidung von 6f-
Hydroxycortisol im Urin. Die Ergebnisse sind fiir jeden Patienten mit PBC im
Frihstadium (A) und jeden Probanden (B) an den drei Studientagen
pharmakokinetischer Profilerstellung von Budesonid dargestellt. ** P<0,01,
***P<0,001 vs. Budesonid (ANOVA).
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3.3 Pharmakodynamische Effekte von UDCA und Rifampicin

Bei den Patienten verringerte sich die Intensitat der Mudigkeit (Tag 1: 16 [10-51]; Tag
22: 17 [8-54]; Tag 29: 16 [8-57]; Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall) und des
Juckreizes (Tag 1: 1 [1-4]; Tag 22: 1 [1-3]; Tag 29: 1 [1-3]) wahrend der drei Wochen
UDCA und der einen Woche Rifampicin nicht (Tabelle 9).

Visite 1 Visite 2 Visite 3
Mudigkeit 16 [10 — 51] 17 [8 — 54] 16 [8 — 57]
Juckreiz 11 -4] 1[1-3] 1[1-3]

Tabelle 9: Effekt von UDCA (Visite 2) und Rifampicin (Visite 3) auf die
Intensitaten der Mudigkeit (Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall) und des

Juckreizes.
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4 Diskussion

Ursodeoxycholsaure stellt derzeit die einzige effektive medikamentose Therapie
chronischer cholestatischer Leberkrankheiten wie der primar biliaren Zirrhose dar (7).
Bisherige experimentelle Untersuchungen wiesen, wie in der Einleitung detailliert
dargestellt, auf zwei hauptsachliche Wirkungsmechanismen von UDCA hin: (a) einen
membranprotektiven Effekt auf der Ebene der Gallengangsepithelien (26, 31, 32, 33,
35, 75) gegen Schadigung durch hydrophobe Gallensauren; (b) die Stimulation der
gestorten hepatobiliaren Sekretion von hydrophoben Gallensauren und anderen
potentiellen Hepatotoxinen (34, 39, 42, 44, 57, 72). Kurzlich war von mehreren
Arbeitsgruppen auf dem Boden experimenteller Untersuchungen in vitro die Induktion
der Biotransformation Phase | Uber Cytochrom P450 3A als ein weiterer potentieller
Wirkmechanismus von UDCA postuliert worden (9, 58, 59, 69). Die klinische
Relevanz dieser Beobachtungen in vitro blieb jedoch unklar, da der Effekt von UDCA
auf CYP3A nie in einer klinischen Studie am Menschen untersucht wurde. Die
vorliegende Arbeit zeigt erstmals in einer offenen, nicht randomisierten,
pharmakokinetischen Studie an Patienten mit cholestatischer Leberkrankheit und
Gesunden, dass UDCA in vivo kein klinisch relevanter Induktor von CYP3A-Enzymen

ist.

Bei Patienten mit PBC im Frihstadium und Probanden steigerte UDCA (15
mg/kg/Tag) die Biotransformation von oral gegebenem Budesonid tber CYP3A nicht.
Die Halbwertzeit von Budesonid im Plasma, die Geschwindigkeit und Ausmal} der
Metabolisierung widerspiegelt, wurde nicht von UDCA beeinflusst. Die umfangreiche
pharmakokinetische Analytik in Plasma und Urin zeigt, dass UDCA die Bildung der
zwei  CYP3A-abhangigen  Metaboliten  6B-Hydroxybudesonid und  160-
Hydroxyprednisolon nicht moduliert. In gleicher Weise wurde auch kein Effekt von
UDCA auf die Ausscheidung von 6B-Hydroxycortisol im Urin beobachtet, einem
validierten endogenen Marker fur die CYP3A-Induktion (8). Der Enzyminduktor
Rifampicin zeigte eine neue, Kklinisch bedeutsame Arzneimittelinteraktion mit
Budesonid zu UDCA. Plasmaspiegel von Budesonid waren nach der Behandlung mit
Rifampicin nicht mehr nachweisbar. Die Bildung sowohl von 63-Hydroxybudesonid

als auch von 16a-Hydroxyprednisolon wurde von Rifampicin gesteigert.
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Diese Ergebnisse unterstutzen nicht die in der Einleitung erwahnten Daten, die
darauf hindeuteten, dass UDCA ein relevanter CYP3A-Induktor sein konnte (9, 58,
59, 69). Ein klrzlich veroffentlichter Bericht Uber erhdhte Plasmaspiegel von 43-
Hydroxycholesterol bei vier Patienten mit Gallensteinen (9) muss mit Vorsicht
interpretiert werden: (i) es wurde nicht erwiesen, dass 4p-Hydroxycholesterol im
Plasma im Gegensatz zu 4B-Hydroxycholesterol im Urin ein Marker fur die CYP3A-
Induktion ist; (ii) 4pB-Hydroxycholesterolspiegel im Plasma waren circa achtmal héher
bei Patienten in Behandlung mit Antiepileptika als solche in Behandlung mit UDCA
(9); und (iii) eine adaquate statistische Analyse erweist sich bei nur vier Patienten als

schwierig.

Patienten mit PBC im Frihstadium zeigten eine beeintrachtigte Biotransformation
uber CYP3A-Enzyme im Vergleich zu Vergleichspersonen ohne Lebererkrankung.
Dies konnte am ehesten durch eine reduzierte CYP3A-Aktivitat bei chronischer
Leberkrankheit erklart werden (19). In der vorliegenden Untersuchung war die
Mehrzahl der Patienten weiblich, wahrend die Probanden mannlich waren. Dies
erklart allerdings nicht die verminderte CYP3A-Aktivitat bei den Patienten. Obwohl
geschlechtsspezifische Unterschiede der CYP3A-Expression in vitro beschrieben
wurden — in Lebern von Frauen wurde eine zweifach héhere CYP3A- Expression
gemessen als bei Mannern — konnten in vivo keine geschlechtsabhangigen Effekte
bei der Clearance von Midazolam, welches ein klassisches Substrat fur CYP3A in
Darm und Leber ist, beschrieben werden (19,77).

Der Ausgangsbefund ist fir die arztliche Behandlung der Patienten mit PBC im
Frihstadium wichtig. Es ware ratsam, CYP3A-Substrate mit einem engen
therapeutischen Index wie etwa Antiarrhythmika oder Benzodiazepine in
einschleichender Dosierung zu verabreichen, um toxische Nebenwirkungen bei
diesen Patienten zu vermeiden. Leider stehen keine detaillierten
pharmakokinetischen Untersuchungen mit diesen Arzneimitteln bei frihen
cholestatischen Leberkrankheiten zur Verfugung. Eine kirzlich publizierte Studie
unserer Arbeitsgruppe warnte vor Budesonid bei PBC im Spatstadium, da

unvorhergesehene Nebenwirkungen aufgetreten waren (30).

Rifampicin wird zur Therapie des Juckreizes bei PBC verwendet (3, 52), wenn

Anionenaustauscherharze wie Cholestyramin und Antihistaminika nicht ausreichend
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effektiv sind. Rifampicin ist ein potenter Induktor von CYP3A in Darm und Leber Uber
Aktivierung von PXR/SXR (pregnane X receptor/steroid and xenobiotic receptor)
(20). Die Aktivierung dieses nukledaren Rezeptors erklart die gleichgeschaltete
Induktion des Transporters P-Glykoprotein im Darm (18). Daneben induziert
Rifampicin CYP2C, Enzyme der Biotransformation Phase Il und die
Konjugatexportpumpe Mrp2 (multidrug resistance protein 2). Rifampicin hemmt in
vitro die Gallensaurenexportpumpe Bsep (10). Die ausgepragtesten Effekte von
Rifampicin in Studien zur Interaktion von Arzneimitteln wurden bei oral verabreichten
Medikamenten gezeigt, da die Substanzen Darm und Leber passieren mussen,
bevor sie die systemische Zirkulation erreichen (56).

Die Biotransformation in der Darmmukosa hat einen wesentlichen Anteil am First-
pass Metabolismus vieler CYP3A Metaboliten (15). Es ist bemerkenswert, dass der
Umfang an CYP3A4 Proteinen ungefahr dreimal hoher in Enterozytenhomogenaten
als in gepaarten Leberhomogenaten ist (76). Es bleibt unklar, in welchem Ausmal}
intestinales und hepatisches CYP3A flur die unter Rifampicin beobachteten Effekte

verantwortlich sind.

Budesonid ist ein Substrat sowohl von CYP3A als auch von P-Glykoprotein, von dem
es nach Aufnahme in die Darmmukosazelle zurick in das Darmlumen transportiert
wird (13, 41). Der dramatische Effekt von Rifampicin auf Budesonid mit einer
Reduktion der AUC um 99 — 100% konnte durch die Induktion sowohl von
Medikamententransport als auch Biotransformation erklart werden. Bei PBC im
Stadium Il — Il war die Expression von P-Glykoprotein im Vergleich zu Probanden
nicht vermindert (45).

In der vorliegenden Studie konnten die relativen Effekte von Rifampicin auf
Transportproteinexpression und CYP3A-abhangige Biotransformation nicht
differenziert werden, da die Plasmaspiegel von Budesonid nach Gabe von Rifampicin
zu niedrig bzw. nicht messbar waren. Es wurde berichtet, dass der Effekt von
Rifampicin auf andere Kortikosteroide wie Prednisolon mit einer AUC von 60% viel
niedriger ist (46). Wurde Midazolam, ein Substrat von CYP3A, aber nicht von P-
Glykoprotein, nach einer Kurzzeitbehandlung mit Rifampicin (600 mg/Tag) oral
verabreicht, ging die AUC von Midazolam um 98% zurlck (4). Die AUC von oral
gegebenen Digoxin, einem Substrat von P-Glykoprotein, aber nicht von CYP3A,

verminderte sich nach zweiwdchiger Rifampicingabe um 42% (25). Somit konnte der
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Effekt von Rifampicin auf die Metabolisierung von Budesonid auf der Induktion von
CYP3A und P-Glykoprotein beruhen.

Zusammenfassend schliet die vorliegende Arbeit eine auf dem Boden
experimenteller Untersuchungen propagierte, relevante Modulation des CYP3A-
Metabolismus durch die therapeutisch wirksame Gallensaure UDCA bei Patienten

mit cholestatischer Leberkrankheit und gesunden Probanden aus.
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5 Zusammenfassung

Cytochrom P450 3A ist fur die Metabolisierung von Uber 50 % aller verfugbaren
Medikamente und vieler endogener Substrate von Bedeutung. Die physiologische
Gallensaure Ursodeoxycholsaure, die eine effektive Behandlung chronischer
cholestatischer Leberkrankheiten darstellt, zeigte in vitro einen CYP3A-induzieren-
den Effekt.

Die vorliegende Arbeit sollte klaren, ob UDCA in vivo ein relevanter Induktor von
CYP3A ist. Das Induktionspotential von UDCA wurde daher mit dem des bekannten
Induktors Rifampicin bei Patienten mit primar biliarer Zirrhose (PBC) und Probanden
verglichen. Die Metabolisierung des exogenen CYP3A-Substrats Budesonid und des
endogenen CYP3A-Substrats Cortisol wurde untersucht.

Zwolf Patienten mit PBC im Frihstadium und acht gesunde mannliche Probanden
wurden mit UDCA (15 mg/kg/Tag) fur drei Wochen und anschlieRend mit Rifampicin
(600 mg/Tag) fur eine Woche behandelt. Das pharmakokinetische Profil von oral
verabreichtem Budesonid (3 mg) wurde durch die Bestimmung von Budesonid und
seiner Phase-I-Metaboliten (6B-Hydroxybudesonid, 16a-Hydroxyprednisolon) in
Plasma und Urin zum Ausgangszeitpunkt und dem Ende jeder Behandlung erstellt.
Aulerdem wurde 6B-Hydroxycortisol im Urin, ein validierter endogener Marker der
Induktion von Cytochrom P450 3A, bestimmt.

Der CYP3A-Metabolismus war bei Patienten mit PBC im Frihstadium im Vergleich
zu den gesunden Probanden beeintrachtigt. Patienten hatten 63% der
durchschnittlichen  Clearance von Budesonid (ClLom) und 68%  (6pB-
Hydroxybudesonid) bzw. 79% (16a-Hydroxyprednisolon) der Clearance der
Metabolite (CLuet) von Probanden. UDCA beeinflusste die Biotransformation von
Budesonid und die Ausscheidung von 6p-Hydroxycortisol im Urin nicht wesentlich.
Die Relationen der Flachen unter der Plasma-Konzentrations-Zeit-Kurve (AUCq.12n
wahrend UDCA/ AUCy.12n vor UDCA) beider Metabolite waren nicht hoher als jene
von Budesonid selbst. Im Gegensatz dazu induzierte die Verabreichung von
Rifampicin deutlich den Metabolismus von Budesonid und Cortisol, was in nicht
quantifizierbaren Plasmaspiegeln der Ausgangssubstanz und der hohen
Ausscheidung von 63-Hydroxycortisol im Urin resultierte.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass UDCA kein klinisch relevanter Induktor

der CYP3A-abhangigen Biotransformation ist.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Ae Amount excreted

ALT Alaninaminotransferase

AMA Antimitochondriale Antikorper
ANA Antinukleare Antikorper
ANOVA parametrische Varianzanalyse
ASMA Antikorper der glatten Muskelzellen
AST Aspartataminotransferase

AUC Area under concentration curve
BE Blutentnahme

CA Cholsaure

CDCA Chenodeoxycholsaure

CK Creatininkinase

CL Clearance

Chax maximale Plasmakonzentration
CYP3A Cytochrom P450 3A

DCA Deoxycholsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EKG Elektrokardiogramm

Gamma GT Gamma-Glutamyltransferase
GLDH Glutamat-Dehydrogenase

GOT Glutamat-Oxalecetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
HBV Hepatitis-B-Virus

hCG Human chorionic gonadotropine
HCV Hepatitis-C-Virus

HIV Human immunodeficiency virus
IgM Immunglobulin der Klasse M
INR International normal ratio

LCA Lithocholsaure

LKM-1 Autoantikoper

MCH Mean corpuscular haemoglobin
MCV Mean corpuscular volume



Mdr2
Mrp2
PBC

PSC
PXR/SXR
SD

TLCA

tmax

ti2
UDCA
us
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Multidrug-resistance protein 2

Rat multidrug-resistance protein 2

Primar biliare Zirrhose

Primar sklerosierende Cholangitis

Pregnane X receptor/steroid and xenobiotic receptor
Standardabweichung

Taurolithocholsaure

Zeit bis zur maximalen Plasmakonzentration
Halbwertzeit

Ursodeoxycholsaure

Urinsammlung
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