Aus der Klinik fur Innere Medizin IV
Klinik fur Nieren- und Hochdruckkrankheiten
(Direktor: Prof. Dr. med. U. Kunzendorf)
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Camgsl|

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Untersuchung potentieller Wechselwirkungen der
Immunsuppressiva Tacrolimus und Sirolimus auf

den Lipidsenker Fluvastatin

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
Susanne Assing

aus Norden

Kiel 2010



1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prufung:

Zum Druck genehmigt, Kiel, den

gez.

PD Dr. med. L. Renders
Prof. Dr. med. T. Valerius

08.02.2011

09.12.2010

Susanne Assing



Meinen Eltern

in Dankbarkeit gewidmet



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INNAIISVEIZEICIINIS ..o e e e e e et eans I

Tabellen- und AbbildungsverzeiChnis............cccciiviviiii e, v

ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ...ttt \

1

11

1.2

1.3

2.1

2.2

2.3
2.4
2.5

2.6

2.7

] 0 =T 1 (1 T PP 1

Einsatz von Immunsuppressiva nach Nierentran&§gion...............ccvvvvvvviviiinnnnnnn.
1.1.1 Pharmakokinetische Eigenschaften der Caldgimeund mTOR-Inhibitoren .. 1

1.1.2 Angriffspunkte fir mogliche Interaktionen dgailcineurin- und mTOR-

Inhibitoren mMit StatiNeN............oiiiiii e 2
Einsatz von Statinen nach Nierentransplantatian.................cccceeiiiiiinnnnneeeennnn. 3
1.2.1  Wirkmechanismus der StatiNe..........cuuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiieiei e 4
1.2.2 Pharmakokinetische Eigenschaften der Statine...............ccccevvvvvvvivvvnnnnnnnnn.
1.2.3 Bekannte Angriffspunkte fur moégliche Interaken der Statine .....................
Fragestellung und ZielSEtZUNG ...........uuuuiiiiiiniiiee e 8
Material und MethOTEN..... .o 9
Y (8o 11T g Lo [=ES] o | o PSSR 9
o1 ET=T 1 =] o PP PPPPPPPPPPPPRP 9
2.2.1 PatientenKOIEKLIV..........cooiiiiiii ettt e e e e 9
2.2.2  Ein- und AUSSChIUSSKITEEIHEN .....ceeiiieeeeeee e 10
PRAIMIAKE ......ceiii e e e e e e e e e 11
Zeitlicher Ablauf der UnNtersuchung........cccceevveeveeiiiiiiiiiiiiei e eeeeeeeveeeeeee 11

Entnahme und Aufbewahrung der BIUtprobeNu.coveveeeeeeiiciieeeeeeeeeeeenn 12

Aufarbeitung und Analyse der BIUtProben .. ..ooovviieiiiiiiiiiiiiiiie e 12
2.6.1 Analytik des FIuvastatins ..........coouuueiiiiiieeeeeeeeeeei e 12
2.6.2  GENOLYPISIEIUNG .evvvriiiiiiiieee e e e e eeeeee e e e e e e e ettt e e e e e e e e e aeaeeaaaaaaeas 13

StatiStISCNE AUSWEITUNG ......cceeeeeee et e+ e e et e ettt s e s e e e e e e e e e ennaaaaeaaaeeeeees 17



Inhaltsverzeichnis Il

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

ErgebniSSe ... .o 18
PatiE@NtENAAIEN ...ttt 18
BegleitmediKation ..............oouuvuiuesmmmmmee e s e e e e e e e e e e e e e eeeeeerenee e eeeas 19
[T o]0 5 £= LU LR 20
Pharmakokinetik von Fluvastatin unter Tacrobmaw. Sirolimus............cccceeeee... 20
Pharmakokinetik von Fluvastatin nach OATP-C-@@pisierung.............cceeeeeeee. 22

3.5. 1 SNP 388 ASG.. .ttt e e 22

3.5.2  SNP 521 TOC oottt et e e e e e 22

3.5.3  SNP 11187 GSA . iiiiitiiiieiieetteseeessitere e ee et e aeaaaaaeeaaaaaa s s s s ssnssrnnneaeeaeeas 23
Pharmakokinetik von Fluvastatin nach CYP 2CadBgpisierung............cceeevveeens 23

3.6.1 SNP CYP 2C9 *2 430 C T ..coiiiiiiiiitieeeeees sttt e e e e e e e e e e e e 23

3.6.2 SNP CYP 2C9*3 1075 ASC ...ttt 23
UNerwlnsSChte Er@IgNISSE ........coiiiiiiiieeeeemiiiiiitiiiiies e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeebeennneeeennnnes 26

DISKUSSION ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e seeeennns 27
PatienteNKOIEKLIV..........ueeii e e e e eeaaeees 27
[T 10 1YY o (= PP UUUPRPPPPPTUPPPPPRT 27

Einfluss der Immunsuppressiva auf Fluvastaticth Empfehlungen fur die Therapie

mit Statinen nach Nierentransplantation ..................ouviiiiiiiiiiiie e 28

Einfluss von OATP-C (OATP1B1)-Polymorphismer &tatine................cccccenn. 29

Bedeutung der CYP 2C9-PolymOorphiSMEeN ... oo 31
ZUSAMMENTASSUNG.....coiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e aeeeeeeees 32
LiteraturverzeiChnis ..., 34



Inhaltsverzeichnis 1

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

ANNANG .. e aaa e eaaae 45
PatientenNaufKIArUNG............ovviviees o e e e e e 45
PatienteneinWIlliQUNG ..........ooiiiiiees e e e e e e e e e e e e e 49
PCR-ANSALIZE ... ettt e e e ettt e e e e e e e e b e e e e e e e e eerna e 51
TREIMIOCYCIEY ...t e e e e e e e 53
RESIIKIHONSANSALZE .......uuiiiiiiiieiie ettt a e e e e 53

D= T a1 Y= T U] o [PPSR 55

Lebenslauf.........ooo s 57



Tabellen- und Abbildungsverzeichnis \Y

Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Pharmakokinetische Eigenschaften von CyclosporinTécrolimus, Everolimus
UNA SIFOIIMUS ..ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e as 2
Tabelle 2: Pharmakokinetische Eigenschaften von Atorvastafierivastatin, Fluvastatin,
Lovastatin, Pravastatin und Simvastatin .............cccooovviiiiiiiiiiiiiiiiee e 5
Tabelle 3: Einfluss der Calcineurin- und mTOR-Inhibitoren adie AUC verschiedener
AN ettt ——— ettt ettt e e e e e a bbb bbb e e e e 7
Tabelle 4: Primersequenzen far die Amplifikation der PCR-nagte,

Restriktionsendonukleasen und RFLP-Fragmentlangen.............ccccccceeeeenenen. 14
Tabelle 5: PatientenCharakteriStKa .............oooe s e ee e e 19
Tabelle 6: BegleitmediKation ...............ovvuiiuiiiiiir e e e e e e e e e e e eeeeeesennnneesennne 19

Tabelle 7: Pharmakokinetik von Fluvastatin unter Tacrolimueemfapie bzw. Sirolimus-
Behandiung.........ooo oo 21
Tabelle 8: Einfluss von OATP-C und CYP 2C9 auf die Pharmaketk von Fluvastatin... 25

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Darstellung der Resorption und der Abbauwege valci@eurin- bzw. mTOR-
Inhibitoren und StatiNneN .........ccooiiiii s 8



Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ACE

ALT

AST
AUC

CK

Cmax
CsA
CSE
CYP 2C9
CYP 3A4
DNA
dNTP
EAS
EDTA
HDL
HMG-CoA
LC-MS
LDL
mTOR
NCEP
OATP-C
PCR
P-gp
RFLP
rpm

SD

SNP
TBE
TDM
Tmax

wit

Angiotensin converting enzyme
Alanin-Aminotransferase
Aspartat-Aminotransferase

Area under the (plasma concentration-time) eurv
Creatinkinase

Hochstkonzentration

Cyclosporin A

Cholesterinsyntheseesterase

Cytochrom P450 2C9

Cytochrom P450 3A4
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosid-Triphosphat

European Atherosclerosis Society
Ethylendiamintetraacetat

High Density Lipoprotein
Hydroxy-Methylglutaryl-CoenzymA
Flissigkeitschromatographie-Massenspektrametr
Low Density Lipoprotein

mammalian Target Of Rapamycin

National Cholesterol Education Program
Organisches-Anion-Transportierendes Polydept{OATP1B1)
Polymerase chain reaction

P-Glycoprotein
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Umdrehungen pro Minute
Standardabweichung
Single-Nukleotid-Polymorphismus
Tris-Borat-EDTA

Therapeutic Drug Monitoring

Zeitpunkt des Erreichens vonmax

Wildtyp



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einsatz von Immunsuppressiva nach Nierentransplant@on

Die Nierentransplantation stellt seit Jahren eabktrtes Therapieverfahren fir Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz dar. Vor allem durckortschritte im Bereich der
Immunsuppression, die eine postoperative Abstoltaagson verhindern sollen, kam es in
den vergangenen 15 Jahren zu einem deutlichenegndér Transplantatiberlebensraten (1,
2). Als Standard wird derzeit eine sogenannte &fipimunsuppression, teilweise durch eine
Induktionstherapie erganzt, verwendet. Die TripleefBpie besteht aus einem
Calcineurininhibitor  (Cyclosporin A, Tacrolimus), inem DNA-Synthesehemmstoff
(Mycophenolsaure, Mycophenolat Mofetil, selten Azaprin) und einem Kortikosteroid (3).
Seltener werden  mMTOR-Inhibitoren  (Sirolimus, Evenois) anstelle  von

Calcineurininhibitoren in der firstline-Therapiengesetzt (3).

1.1.1 Pharmakokinetische Eigenschaften der Calcineurin- od mTOR-Inhibitoren

Sowohl Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus aus deugpe der Calcineurininhibitoren als
auch die mTOR-Inhibitoren Sirolimus und Everolink@énnen oral verabreicht werden. Die
Resorption dieser Substanzen aus dem Gastroirgksdkt erfolgt unvollsténdig (14-60 %),
die Eiweil3bindung der Wirkstoffe im Blut ist hoch90 %). Die Metabolisierung findet
neben dem Darm hauptséchlich innerhalb der Lelst, slie anschlie3ende Elimination
geschieht vor allem auf biliarem Wege (4-7). Dehi Unterschiede finden sich bei den
Halbwertszeiten, die nach Mehrfachgalvéschen 8,4 Stunden bei CsA und ca. 60 Stunden

bei Sirolimus variieren.
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Die folgende Tabelle ermoglicht eine Ubersicht Uthier pharmakokinetischen Eigenschaften

der Calcineurin- und mTOR-Inhibitoren.

Resorption (%) Metabolismus t¥2 (h) Elimination
Cyclosporin A | 30-60 CYP 3A4 8,4* biliar
Tacrolimus 14-22 CYP 3A4 ca. 16* biliar
Everolimus 15 CYP 3A4 ca. 24* biliar
Sirolimus 14 CYP 3A4 ca. 60* biliar

Tabelle 1: Pharmakokinetische Eigenschaften von Cyclosporin TAacrolimus, Everolimus und
Sirolimus (* = nach Mehrfachgabe)

Die  Anwendung der meisten Immunsuppressiva setztne ei engmaschige

Therapielberwachung voraus, da die Substanzenrelagv geringe therapeutische Breite
besitzen und somit ein erh6htes Potential an Nebkomgen aufweisen (8, 9). Das aus
diesem Grund routinemallig durchgefuhrte Monitoringinhaltet die Bestimmung der
Medikamenten-Bluttalspiegel aus dem Patientenwalldlnerwiinschte Wirkungen wie eine
Uberimmunsuppression durch zu hohe Blutspiegel oddie Gefahr einer

TransplantatabstoRung bei zu geringen Wirkstoftggdie kbnnen hierdurch weitestgehend

minimiert werden (410).

1.1.2 Angriffspunkte fir mdogliche Interaktionen der Calcineurin- und mMTOR-

Inhibitoren mit Statinen

Die Leber gilt als Hauptorgan fur die Entgiftungend Abbau und Abtransport von

korpereigenen Stoffen und Arzneimitteln mit fetlicdisen Eigenschaften. Auch die lipophilen
Calcineurin- und mTOR-Inhibitoren werden vorwiegehdpatisch durch das Cytochrom
P450 3A4 (CYP 3A4)-System metabolisiert (11-14).

Neben den CYP 3A4-Isoenzymen ist das sogenanntd®@otein (P-gp), eine vor allem

im lleum und Kolon lokalisierte Multisubstanz-EfftPumpe, an der Biotransformation der
Immunsuppressiva beteiligt (15, 16). P-gp befinrgieh an der apikalen Seite von Epithel-
und Endothelzellen. Bereits aufgenommene Subdbiatten an intrazellulare Domanen des
Transporters und werden aktiv wieder in den ExthalZzeraum befordert. Somit sorgt P-gp
als Membranpumpe vor allem fur die Elimination vAarzneimitteln aus der Zelle zuriick ins

Lumen (17).
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Ein weiteres Transportersystem stellt das Orgaeigation-Transportierende Polypeptid C
(OATP-C (entspricht OATP1B1)) dar. OATP-C ist untanderem an der sinusoidalen
Plasmamembran von Hepatozyten lokalisiert und i@irzéllulare Aufnahme von Substanzen
aus dem portalventsen Blut wie beispielsweise datin®n verantwortlich (18).

Aufgrund der Verstoffwechslung durch das Cytochré50-System, der Elimination

mithilfe des P-gp und des OATP-C besteht ein Iktévasrisiko zwischen Calcineurin- bzw.

MTOR-Inhibitoren und Medikamenten, die Uber dernchlen Abbauweg metabolisiert oder
transportiert werden (19).

Unterschiedliche Wirkstoffe kdnnen so durch direkinkurrenz an den Bindungsstellen der
Enzyme die Pharmakokinetik der beteiligten Substanz beeinflussen. Diese

Wechselwirkungen zwischen den konkurrierenden $afest kdnnen einerseits die
Pharmakokinetik der Immunsuppressiva veranderneranskeits in selteneren Fallen jedoch
auch die der Begleitmedikation (z.B. Statine) détre(20, 21).

1.2 Einsatz von Statinen nach Nierentransplantation

Trotz der guten Langzeitiiberlebensraten nach Niemesplantation kommt es, zum Teil auch
durch die Immunsuppressiva selbst bedingt, nichiterse zu Alterationen im
Lipidstoffwechsel. Sowohl CsA und Tacrolimus alsladortikosteroide sind dabei mit dem
Auftreten von Hyperlipidamien nach Transplantatiassoziiert (22). Als weitere
Risikofaktoren fir eine mdogliche Erhéhung der Lipaite gelten genetische Disposition,
Diabetes mellitus, Nikotinabusus, fett- und chaesteiche Erndhrung, Adipositas, geringe
korperliche Aktivitat und ein vorbestehender adker Hypertonus

Die Hyperlipidamie ist ein bedeutender Faktor diie Entstehung bzw. das Fortschreiten
kardiovaskularer Erkrankungen, der nach wie voremirwesentlichen Einfluss auf das
Langzeittiberleben des Transplantats und letztlicth ales Patienten besitzt. Hierbei kommt
es zu einer chronischen Absto3ung bedingt durchalfvetdnderungen innerhalb des
Transplantats, einhergehend mit einer Proliferatdmr Intima und Media, &hnlich der
Entstehung einer Atherosklerose bei Nichttransjgaen (23).

Aufgrund des erhohten kardiovaskularen Risikos naemsplantation wird die Indikation fur
eine lipidsenkende Therapie frihzeitig gestelltit 3de der achtziger Jahre hat sich
zunehmend der Einsatz von HMG-CoA-Reduktasehemnaem,Statinen, durchgesetzt (24,
25). Heutzutage werden Statine weltweit am hawdigstingesetzt und stellen somit die

Therapeutika der ersten Wahl zur Behandlung eiestelhenden Hyperlipidamie dar (26).
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1.2.1 Wirkmechanismus der Statine

Statine gehoren zur Gruppe der Cholesterinsynteemase (CSE)-Hemmer. Ihre Wirkung
berunt auf einer kompetitiven Hemmung der 3-Hydr8xllethylglutaryl-CoenzymA
(HMG-CoA)-Reduktase in Hepatozyten. Die HMG-CoA-RBkthse katalysiert die Reaktion
von Hydroxy-Methylglutaryl-CoA in Mevalonsaure und stellt das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym innerhalb derl&Sherinbiosynthese dar (26, 27).
Durch die Hemmung dieses Enzyms kommt es zu einetmazellularen Mangel an
Cholesterin. Kompensatorisch werden vermehrt Lowdig Lipoprotein (LDL)-Rezeptoren
auf der Zelloberflache der Hepatozyten exprimidig, zu einer gesteigerten Aufnahme von
LDL-Cholesterin aus dem Plasma in die Leberzellaihrdn. Folglich sinkt der
Cholesterinspiegel im Plasma. Die intrazellulareudymthese von LDL-Cholesterin bleibt
aufgrund der vermehrten LDL-Aufnahme Uber die Rezem im Sinne einer negativen
Ruckkopplung gedrosselt.

Der therapeutische Einsatz von Statinen fuhrt bdemschen zu einer deutlichen Reduktion
des Serumcholesterins um 20-40 % sowie der Triglyeaim 10-30 %.

Als haufigste Nebenwirkung gilt neben uncharaktisghen gastrointestinalen Stérungen die
dosisabhéangige, reversible Hepatotoxizitdt verbondenit einem Anstieg der
Lebertransaminasen im Serum.

Neben ihrem erwinschten lipidsenkenden Effekt heftatine zusatzlich einen hemmenden
Einfluss auf die Proliferation und Migration vonatjen Muskelzellen. Dadurch bedingte
Nebenwirkungen wie Muskelschmerzen, Myopathien undschwerwiegenden Fallen
Rhabdomyolysen, die Uber eine Myoglobinamie biszum Nierenversagen fihren kénnen,
resultieren vermutlich aus einem starken Absinken Blevalonat-Konzentration in den
Hepatozyten (25).

1.2.2 Pharmakokinetische Eigenschaften der Statine

Die Substanzen aus der Gruppe der Statine untédschesich teilweise recht deutlich

beziglich ihrer pharmakokinetischen Eigenschaffanbetragt der vom Gastrointestinaltrakt
aufgenommene Anteil je nach Wirkstoff zwischen 3098. Auch die Halbwertszeiten liegen
relativ weit auseinander (1,2-14 Std.), wie in Thkbe& dargestellt. Bei Lovastatin und

Simvastatin handelt es sich um inaktive Vorstufgie, erst in der Leber in ihre eigentliche
Wirkform Uberfiihrt werden. Die restlichen Statiregen bereits als aktive Substanzen vor.
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In Bezug auf ihre Metabolisierung lassen sich diatiSe in zwei wesentliche Gruppen
einteilen. Atorvastatin, Cerivastatin, LovastatinduSimvastatin stellen Substrate des CYP
3A4-Enzymsystems dar. Im Gegensatz dazu spielliiverstoffwechslung von Fluvastatin
das Cytochrom P450 2C9 (CYP 2C9)-Enzym eine weshlptRolle. Fluvastatin wird nahezu
vollstandig vom Intestinaltrakt absorbiert und natétabolisierung hepatisch eliminiert (28).
Pravastatin wird zum grof3ten Teil zunachst konjagiad dann biliar eliminiert. Auch die
anderen Statine werden vorzugsweise Uber die Galtgeschieden. Tabelle 2 fasst die

pharmakokinetischen Eigenschaften der Statine zunrgsm

Resorption (%) | Metabolismus tY2 (h) Elimination
Atorvastatin 30 CYP 3A4 14 biliar
Cerivastatin | 98 CYP 3A4 2-3 biliar
Fluvastatin 98 CYP 2C9 > CYP 3A4 1,2 biliar
Lovastatin 30 CYP 3A4 3 biliar
Pravastatin 35 Konjugation > CYP 3A4| 1,8 biliar, 20 % renal
Simvastatin 60-85 CYP 3A4 3 biliar

Tabelle 2: Pharmakokinetische Eigenschaften von Atorvast&irjvastatin, Fluvastatin, Lovastatin,
Pravastatin und Simvastatin

1.2.3 Bekannte Angriffspunkte fir mogliche Interaktionen der Statine

Ohne Begleitmedikation unterliegen die Statine rinehen prasystemischen Elimination
durch rasche Aufnahme in die Hepatozyten, wo siglesth ihre Hauptwirkung, die

Hemmung der Cholesterinbiosynthese, entfalten. IDwleesen First-Pass-Metabolismus
weisen sie eine nur geringe systemische Bioverfilkgitaauf und limitieren somit das Risiko

unerwinschter Arzneimittelwirkungen.

Interaktionen tber das Cytochrom P450-System und Bslycoprotein:

Das bereits erwahnte Cytochrom P450 3A4-Isoenzyellt seinen der wichtigsten
Angriffspunkte fur Interaktionen zwischen Statineamd anderen Medikamenten dar, die tber
das gleiche Enzymsystem metabolisiert werden. iwdmrgn von CYP 3A4 wie das
Antimykotikum Itraconazol fihren zu einem verminger First-Pass-Metabolismus der
abhangigen Statine und folglich zu erhéhten Plasmzéntrationen (29). Bei gleichzeitiger
Verabreichung von Atorvastatin und Itraconazol kengin Anstieg der Plasmakonzentration
des Atorvastatins auf das 2,5-fache nachgewiesetewdg30).
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Uber den Einfluss von CsA auf die Plasmakonzewimation Statinen liegen bisher die
meisten Daten vor. Bei gleichzeitiger Gabe von @sAo6ht sich die AUC (Area under the
curve) von Atorvastatin, Cerivastatin, LovastathdiBimvastatin um ein Mehrfaches (31-35).
Soweit bekannt scheinen die Immunsuppressiva Tiemrsl und Everolimus im Gegensatz
dazu nur einen geringen Einfluss auf den jeweiligtatinspiegel zu besitzen, wobei die
Datenlage hier liickenhaft ist (35-37).

Daneben sind intrahepatisch gelegene Transporisgskeeschrieben, die fur die Aufnahme
von Statinen in die Hepatozyten bzw. fir deren HElation aus den Zellen verantwortlich
sind. Zu diesen Transportern gehort P-Glycoprotemiches durch aktiven, transzellularen
Membrantransport fur die Beférderung von Substarmender Zelle sorgt (17). Cerivastatin

und Atorvastatin konnten bereits als SubstratePdgp nachgewiesen werden (38, 39).

Interaktionen Uber das Organische-Anion-Transportigende Polypeptid C (OATP1B1):

OATP-C ist ein weiteres, unter anderem intraheplatiskalisiertes Transportsystem. Es wird
vom Gen SLCO1B1 kodiert und vermittelt die hepdtescAufnahme verschiedener
korpereigener und zugefihrter Substanzen, darunieh einiger Statine. So fand neben
YAMAZAKI et al.auchHATANAKA heraus, dass Pravastatin ein Substrat des OAT&sTelt
(40, 41). Cerivastatin, Fluvastatimd Pitavastatin konnen ebenfalls Gber diesen prater

in die Leberzellen aufgenommen werden (42-44). idstere potentielle OATP-Substrate
werden Lovastatin, Simvastatin und Atorvastatirchesben (45).

Interessanterweise sind Interaktionen zwischen Qs# HMG-CoA-Reduktasehemmern
nachgewiesen, die nicht iber CYP 3A4 metaboliswerden So ergibt sich bei Kombination
von CsA mit Fluvastatin ein Anstieg der Statin-Rlakonzentration bis auf das 3 bis 4-fache
(43), unter Pravastatin sogar bis auf das 7 bisfadtbe (46, 47). Hierbei werden
Wechselwirkungen zwischen CsA und den OATP-Trarnspodiskutiert.
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In Tabelle 3 ist der Einfluss verschiedener Immgpsessiva auf die Plasmakonzentrationen
der betreffenden Statine dargestellt, angegebeNatdnderungen der Area under the curve

(AUC).

Tacrolimus Sirolimus Everolimus Cyclosporin A
Atorvastatin | nicht untersucht nicht untersucht AUC -5 %* AUC + 6- fach
(37) (31,32,63)
Cerivastatin | AUC unverandert* | AUC unverandert* | nicht untersucht AUC + 3-5- fach*
(36) (62) (33)
Fluvastatin AUC unverandert* | AUC unveréandert* | nicht untersucht AUC + 3-4- fach
(siehe Kapitel 3.4) | (siehe Kapitel 3.4) (43)
Lovastatin nicht untersucht nicht untersucht nicht untersucht AUC + 4-9- fach
(34)
Pravastatin nicht untersucht nicht untersucht AUC -5 % AUC + 5-7- fach
(37) (34,47)
Simvastatin AUC unverandert | nicht untersucht nicht untersucht | AUC + 3-5- fach*
(35) (35)

Tabelle 3: Einfluss der Calcineurin- und mTOR-Inhibitoren adie AUC verschiedener Statine
(* = nach Mehrfachgabe; Literaturverweise sieheitchp)

Interaktionen konnen also Uber ganz unterschieglli®tiege zu einer Erhdhung der
Statinblutspiegel fihren, aus der sich eine Rhalydtyse als potentiell lebensgefahrliche
Nebenwirkung entwickeln kann. Auch wenn die Rhabguoyse per se eine seltene
Nebenwirkung einer Statintherapie darstellt, sietlage Interaktionen tGber das Cytochrom
P450-System mit Immunsuppressiva, Antibiotika (zBythromycin), gegebenenfalls in
Kombination mit Statinen, mehrfach beschrieben word

So sind bei der Verwendung von Lovastatin mehrf&itmbdomyolysen, auch in der
Kombination mit CsA (48) und anderen Medikamenteadhrieben (49-51). Fur Simvastatin
konnte ebenfalls ein erhdhtes Risiko bei zusatetidinnahme von CsA gezeigt werden (52-
54). Dies gilt allerdings auch fur eine Begleitniadion wie Itraconazol, Mibefradil oder
Verapamil (55-58).

Nicht zuletzt wurde das haufig eingesetzte Ceratast(friher Lipoba$§) aufgrund dieser
schwerwiegenden Nebenwirkungen (gehaufte Myopdibdingte Todesfalle) im August
2001 vom Markt genommen (59-61).
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Abbildung 1 ermdglicht einen Uberblick tber die Aahme- bzw. Abbauwege und
potentiellen Mdglichkeiten einer Interaktion zwischImmunsuppressiva und Statinen. Die
Enzyme fur den Arzneimittel-Metabolismus sind iaul fir die Elimination der Substrate in

rot und fur die zellulare Aufnahme von Medikamentatevant fur Statine, in lila dargestellt.

Leber Darm mit
Enterozyt

AM

Blutgefal3

Abbildung 1: Darstellung der Resorption und der Abbauwege votci@arin- bzw. mTOR-
Inhibitoren und Statinen (AM = Arzneimittel, CYP 3A Cytochrom P450 3A4-Enzym, P-gp = P-
Glycoprotein, OATP-C = Organisches-Anion-Transmoeandes Polypeptid C).

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie war, mdgliche Effekte demimmsuppressiva Tacrolimus bzw.
Sirolimus auf die Pharmakokinetik des LipidsenKkétssastatin zu untersuchen.

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegendemeifrdie Bedeutung von
Polymorphismen im Transporter-Gen OATP1B1 sowie @YP 2C9-Enzym fiur die
pharmakokinetischen Eigenschaften von Fluvastatint mrforscht, um mdgliche
Verfalschungen der Untersuchungsergebnisse zu udeme Dem liegt die Vermutung
zugrunde, dass neben dem Einsatz unterschiedliom@unsuppressiva auch vorhandene
Gen-Polymorphismen eine Rolle in der Veranderung Flearmakokinetik von Statinen
spielen kdnnen, die wiederum zu unerwinschten Wgka durch zu hohe Plasmaspiegel

oder zu mangelndem Therapieerfolg bei unzureicheldiekstoffspiegeln flihren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelte es sich une eiffiene, nicht randomisierte, nicht
verblindete single-center Interaktionsstudie. Diestinmung der Pharmakokinetiken von
Fluvastatin unter einer Komedikation mit Tacrolimoder Sirolimus erfolgte unter Steady
State-Bedingungen (unverandert bestehende Dosieamdrluvastatin und Tacrolimus bzw.
Sirolimus seit mindestens drei Monaten). Eine Andgrder Statinmedikation im Verlauf der
Untersuchungen war nicht vorgesehen. Das beglateBtlidienprotokoll inclusive der
Patientenaufklarung (siehe  Kapitel 7.1) wurden defthikkommission des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus elKi vorgelegt und von diesem
genehmigt (AZ D 424/04, D 425/04). Die Untersuchumgrde unter Berlcksichtigung der
Richtlinien der Deklaration nach Helsinki durchdefili Alle Patienten erhielten vor
Untersuchungsbeginn eine ausfuhrliche Aufklarungridie Zielsetzung, die praktische
Durchfihrung, potentielle Nebenwirkungen oder Rasikder Studie und gaben ihr

Einverstandnis zu den Untersuchungen in schritlidform (siehe Kapitel 7.2).

2.2 Patienten

2.2.1 Patientenkollektiv

In einem Vorscreening wurden zundchst die Patientelentifiziert, die im
Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein, Campus [Kie eine  Kadaver-  oder
Lebendnierentransplantation erhalten hatten und ntersuchungszeitpunkt unter einer
Immunsuppression von Tacrolimus oder Sirolimus iambination mit dem Lipidsenker
Fluvastatin standen.

Die nierentransplantierten Probanden stellen siagegelmaiigen zeitlichen Abstanden in der
nephrologischen Ambulanz der Klinik fur Nieren- undochdruckkrankheiten des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, CampuselKizur Nachsorge vor. Neben einer
ausfuhrlichen Anamneseerhebung und koérperlichen eldathung wird auch eine
laborchemische Kontrolle des Urins und des Blutasies eine genaue Dokumentation von
Art, Anzahl und Dosierung der eingenommenen Phaamakie Immunsuppressiva,

Antihypertensiva, Lipidsenker und weiterer Beglatitkkamente durchgefihrt.
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Im Rahmen des Screenings der vorliegenden Studist&auf die anhand der Patientenakten
erhobenen Daten der nephrologischen Ambulanz zgdigkfen werden.
Eine gegebenenfalls bestehende Begleitmedikation Ri®banden bzw. der Einsatz

zusatzlicher Immunsuppressiva wurde gesondert dehtiert.

2.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Um in das endgultige Untersuchungskollektiv fir 8tadie aufgenommen zu werden, musste

ein Patient folgende Einschlusskriterien erflllen:

» Alter zwischen 18 und 65 Jahren

» Zustand nach Transplantation einer Kadaver- odeehéniere vor mindestens sechs
Monaten (Erst- oder Zweittransplantation)

» Stabile Funktion des Nierentransplantats

* Immunsuppressive Therapie basierend auf Tacrolimdes Sirolimus in Kombination
mit dem Lipidsenker Fluvastatin seit mindestens Bli@naten

* Vorliegen der Patienteneinwilligung in schriftligh€orm

Die Teilnahme an den pharmakokinetischen Untersugdnu unterlag strengen Richtlinien.
So wurden Probanden, die ein oder mehrere der olgeimden Eigenschaften aufwiesen, von
den Untersuchungen ausgeschlossen:

* Medikamentenunvertraglichkeit / -nebenwirkungen

* Andere Calcineurin- oder mTOR-Inhibitoren aul3errdlius oder Sirolimus

« Bestehende Schwangerschaft oder Stillzeit

e Erh6hung der Leberenzyme (AST, ALT, Bilirubin) unmehr als das Zweifache der
Norm

* Erh6hung der Creatinkinase (CK) um mehr als dasifaalee der Norm

» Stoffwechselerkrankungen wie z.B. Stérungen belb@stehendem Diabetes mellitus

» Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts oder dbet.e
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2.3 Pharmaka

Bei den in der Studie verwendeten und untersuchMeEdlikamenten handelte es sich
ausschlie8lich um Substanzen, die in Deutschlamgglassen waren. Es wurden folgende
Préaparate eingesetzt:

 Fluvastatin-Natrium (Loc6l), 80 mg Retardtabletten (Novartis Pharma GmbH,
Nurnberg, Deutschland)

« Tacrolimus (Progr&, 0,5/-1/-5 mg Kapseln (Astellas Pharma GmbH, Miamg
Deutschland)

« Sirolimus (Rapamurfd, 1/-2 mg Ulberzogene Tabletten (Wyeth Pharma GmbH,

Munster, Deutschland)

Die tagliche Dosis von Tacrolimus (Zielspiegel: 34g/ml) und Sirolimus (Zielspiegel: 5-8
ng/ml) war individuell angepasst. Alle Patientehielten zuséatzlich Fluvastatin 80 mg/d seit
mindestens drei Monaten. Eine Dosisveranderungetegesetzten Medikamente vor oder

wahrend der Untersuchungen erfolgte nicht.

2.4 Zeitlicher Ablauf der Untersuchung

Die an der Studie teilnehmenden Patienten wurdereiaem vereinbarten Tag in die
nephrologische Ambulanz einbestellt. Sie kamen emsgin nuchternem Zustand, dass
bedeutet die letzte Mahlzeit wurde am Vortag votJ2? eingenommen.

Um die Medikamentenblutspiegel mdglichst zeitget@stimmen zu kénnen, wurde den
Probanden eine Venenverweilkanile (Optiva, Medexlibé Ltd. Haslingden, Rossendale,
Great Britain) gelegt. Uber diesen peripher-vendgegang fanden tiber den vorgesehenen
Zeitraum von 12 Stunden samtliche Blutentnahmeth sta

Die erste Blutentnahme erfolgte noch in nichterri&amtand und vor der morgendlichen
Medikamenteneinnahme, um den Bluttalspiegel ermitii kdnnen. Danach nahmen die
Patienten wie gewohnt ihre orale Medikation mit igggnd Flussigkeit (ca. 120 ml Wasser)
ein, wobei die genaue Uhrzeit dokumentiert wurdées® galt als Orientierungsmarke
(Startzeit 0) fur die folgenden Blutentnahmen.

Weitere Blutproben wurden 30, 60 und 90 Minutenhnisliedikamenteneinnahme sowie nach
2,3,4,6,8,9, 10, 11 und 12 Stunden entnommen.
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Nach Entnahme der letzten Blutprobe wurde die Veaereilkanlle entfernt. Die Patienten

nahmen ihre abendliche Medikation (Tacrolimus) auch hier wurde die Uhrzeit notiert (12
Stunden-Wert fur Tacrolimus und Fluvastatin).

Den Patienten unter Sirolimus-Medikation wurde 24n8en nach Medikamenteneinnahme,
also am folgenden Tag, eine zusatzliche Blutprohthammen (24 Stunden-Wert fur

Sirolimus). Hier kam eine Butterflykantle (BD VaBet, Becton, Dickinson Ind. Cir. Ltda,

Brazil) zur Verwendung.

2.5 Entnahme und Aufbewahrung der Blutproben

Bei jeder Blutentnahme wurden zunachst 1-2 ml \Votlkiber eine 5 ml-Spritze (BD
Discardit 2, Becton Dickinson S.A. Fraga, Spainjjetmgen und verworfen, um moégliche
Verfalschungen der Ergebnisse ausschlielen zu kénbDann erfolgte die eigentliche
Blutprobe mithilfe einer 2,7 ml Vollblut EDTA-Mone@itte (Sarstedt, Deutschland) und einer
9 ml Vollblut EDTA-Monovette, die vollstandig beftil wurden. Nach erfolgter
Probenentnahme wurde die Venenverweilkanile mitl 2satoner 0,9 %iger NaCl-Lésung
(B.Braun AG, Melsungen, Deutschland) und anschiid3uit 0,2 ml Heparin-Natriumlésung
(B.Braun AG, Melsungen, Deutschland) durchgespiilt.

Die blutgefullten Monovetten wurden in Eis gekihitansportiert und zigig im
nephrologischen Labor weiterverarbeitet. Dort wardie Vollblutproben in den 2,7 ml
Monovetten (zur spateren Bestimmung der Tacrolimsw. Sirolimus-Konzentrationen)
sofort bei -20 °C bis zur Analyse eingefroren. DOrhalt der 9 ml Monovetten (zur
Fluvastatin-Bestimmung) wurde 4 Minuten lang béC3und 2000 rpm zentrifugiert (Allegra
21R Zentrifuge, Beckmann Coulter, Seriennr. AGD 8@BEinstellung: 2000 rpm, 4 Min.,
3 °C), das uberstehende Plasma mittels EppendpettBiin ein 1,8 ml Rohrchen (Cryo.s,
Greiner bio-one) geflllt und dieses ebenfalls umege bei -20 °C eingefroren.

2.6 Aufarbeitung und Analyse der Blutproben

2.6.1 Analytik des Fluvastatins

Die labortechnische Analyse des Fluvastatins wurdgnem zentralen Labor durchgefuhrt.
Die Quantifizierung von Fluvastatin aus den Plasmwiagn der Patienten erfolgte mithilfe der
modifizierten Flussigkeitschromatographie-Massekspeetrie (LC-MS) mit Fluoreszenz-

detektion, die in veréanderter Form von RAwITHI et al. beschrieben wurde (64).
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Die Retentionszeiten fur Fluvastatin und den vedeten internen Standard Atorvastatin
betrugen 11,3 bzw. 14,9 Minuten. Als praktischeetmiNachweisgrenze wurde 0,5 ng/ml im
Serum bzw. Plasma ermittelt. Die sogenannte interkmprazision betrug 5,3 und 7,5 %, die
intra-run Imprézision 3,2 und 9,4 % (Variationskaeént bei 50 bzw. 10 ng/ml). Die

Methode erwies sich als linear im Bereich von 08 ng/ml. Die Richtigkeit wurde durch

Wiederfindungsanalysen Uberprift, die WiederfindtingFluvastatin erreichte 79-87 %. Die
Spezifitat der Methode wurde mittels Analyse hasilelicher Qualitatskontrollproben auf
Serumbasis Uberprift (Lyphoctfek Therapeutic Drug Monitoring Control, BioRad
Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland), die malsr 30 Medikamente aus dem
therapeutischen Drug Monitoring (TDM) und Antiepild&a-Bereich in therapeutischer Dosis

enthielten. Dabei wurden keine Interferenzen mitBkstimmungsmethode beobachtet.

2.6.2 Genotypisierung

Im Rahmen unserer Studie erfolgte die Genotypiagmrinschliel3lich der Polymorphismus-
Bestimmung fur OATP-C sowie CYP 2C9. Die fur dierEnfihrung bendtigte genomische
DNA wurde zunachst unter Verwendung eines Quiaggr{@uiagen, Hilden, Deutschland)
aus den vorliegenden Blutproben der Patienten leeita

Die Charakterisierung der isolierten DNA-Probentggizh ihrer Polymorphismen auf dem
OATP-C- und CYP 2C9-Gen wurde mit dem VerfahrenRiglymerasekettenreaktion (PCR)
und anschlieRender Bestimmung der Restriktionsfearhangenpolymorphismen (RFLP)
durchgefunhrt.

Auf dem OATP-C-Gen wurden drei unterschiedliche g&irNukleotid-Polymorphismen

(SNPs) bestimmt. Es handelte sich um den SNP 3&8, Aefindlich in Exon 4, des Weiteren
um den SNP 521 T>C in Exon 5 und den 11187 G>A4{Rolphismus innerhalb der
Promotorregion.

Auf dem Gen CYP 2C9 wurde das Vorkommen zwei weiteBNPs untersucht. Die
Bestimmung umfasste den SNP 430 C>T (*2) sowieSl¢R 1075 A>C (*3).
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In Tabelle 4 ist ein Uberblick liber die jeweiligedition der polymorphen Stelle (SNP), die
Sequenzfolgen der Primer, die verwendeten Restngéndonukleasen und die Lange der zu

amplifizierenden DNA-Fragmente gegeben.

Gen SNP Primersequenz Restriktionsq Fragmentlange,
enzym Basenpaar
(wt / mut)
OATP-C 388 A>G | vorwarts: 5-GAC TTT TTA CTG Clal 198
TCAATATTAATTC 123 75
rickwarts: 5-TAT TCA GTA
GAT AAG CAA AAT G
521 T>C | vorwaérts: 5-GAA ATC ATC AAT Bsa Al 77 26
GTA AGA AAG CCC 103
rickwarts: 5-ATC TGG GTC
ATA CAT GTG GAT ATAC
11187 | vorwarts:5-AGT ACA GAC CCT ACCI 99 85 26
G>A TCT CTC AC 125 85
rickwarts: 5-GCA ACC ATA
TCAACA AAT GTCC
CYP 2C9 | 430C>T | vorwarts: TAC AAA TAC AAT Avall 527 164
(*2) GAA AAT ATC ATG 691
rickwars: CTA ACA ACC AGA
CTC ATA ATG
1075 A>C | vorwarts: AAT AAT AAT ATG Nsil 112 29
(*3) CAC GAG GTC CAG AGATGC 141
rickwarts: GAT ACT ATG AAT
TTGGGACTTC

Tabelle 4: Primersequenzen fir die Amplifikation der PCR-Fnagte, Restriktionsendonukleasen und

RFLP-Fragmentlangen
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Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt ein lada zur Vervielfaltigung beliebiger
DNA-Abschnitte dar. DNA-Proben werden zunéchst yklZn unterschiedlicher Temperatur
erhitzt. Hierbei kommt es zu einer Auftrennung Beppelhelixstruktur des DNA-Stranges.
Nach Abkihlen der Reagenz lagern sich bei Unteesitimg einer bestimmten Temperatur
zwei Primer, bestehend aus Oligonukleotiden, areijeveinen der DNA-Strdnge zu beiden
Seiten des zu amplifizierenden Abschnitts an. Emdreaktionsansatz gegenwartige DNA-
Polymerase kann nun den zwischen den Primern lilgeidDNA-Abschnitt synthetisieren,
gefolgt von einer exponentiellen Vervielfaltigungesd neu gebildeten Fragments. Als
Reaktionsvermittler werden Magnesiumchlorid und d@sibonukleosid-Triphosphate
(dNTPs) hinzugeftgt.

In der beschriebenen Studie wurden zu Beginn ddR E@ benétigten Reaktionsansétze
hergestellt. Fir jedes zu amplifizierende DNA-Fragin(SNP (n = 5)) wurde ein spezifischer
PCR-Ansatz, der sogenannte Mastermix, vorbereaiiehé¢ Kapitel 7.3).

Jeder der Mastermix-Ansatze (n = 5) wurde fur jBdA-Probe (n = 5) pipettiert, so dass
insgesamt n = 25 Ansatze entstanden.

Nach Fertigstellung der Ansatze wurden pro well gfdéen) je 25 ul in die PCR-
Microtiterplatten (96 Well Reaction Plate, Art.NISP-0074, Fa. PeqlLab) gefullt.
Anschlieend wurde in jedes well 0,5 pl der genches DNA hinzugefugt. Die
Probenplatten wurden verschlossen und fur 20 Sekungei 1000 rpm zentrifugiert
(Multifuge 3 SCR, Fa. Haereus).

Die Amplifikation der einzelnen DNA-Fragmente wurda Thermocycler (Thermocycler
Applied Biosystems 9700) durchgefihrt. Nach Eingpeim der Proben in den auf 93 °C
aufgeheizten Cycler wurde das fur den jeweiligerRFADIsatz geltende Programm gestartet
und bis zum Reaktionsende bei 4 °C durchlaufemési@apitel 7.4).

Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus

Mit diesem Verfahren lassen sich die durch PCR gewoen DNA-Amplifikate in
Fragmente von variabler Anzahl und Lange schnei@emit wird eine Unterscheidung der
einzelnen Genotypen ermdglicht.

Durch den Einsatz von Restriktionsenzymen (Endaragdn) wird die DNA an spezifischen

Erkennungssequenzen geschnitten. Ist nun eine poira Stelle im Gen vorhanden und
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befindet sich diese im Bereich der Erkennungsseqquam kann die Schnittstelle bei einem
Austausch der Basen verloren gehen oder aber asichierdurch erfolgen.

Im Rahmen der Studie wurden je nach Polymorphisomisrschiedliche Reaktionsansatze
(n = 5) hergestellt, die sich aus sterilem Wasdem Restriktionsenzym-spezifischen Puffer
und dem Restriktionsenzym selbst zusammensetztdre(Kapitel 7.5).

Nachdem die wells der Microtiterplatte mit 12,5jadles PCR-Amplifikates beflllt worden

waren, wurden 12,5 pl des Restriktions-Mastermixiezupipettiert. AnschlieRend wurden

die Proben tber Nacht bei einer ReaktionstempevatuB7 °C im Thermocycler inkubiert.

Gelelektrophorese

Die nach Abschluss der Restriktion entstandenen PeEgmente stellen aufgrund ihrer
Phosphatreste negativ geladene Molekiile dar, dex {Brol3e entsprechend unterschiedlich
schnell im elektrischen Feld in Richtung der Kathedhndern.

Durch Einbringen eines Agarosegels in einen flacBerck und Anlegen einer elektrischen
Spannung entsteht eine Art molekulares Sieb, wslcle DNA-Fragmente je nach
Molekulgrof3e auftrennt. Die Auftrennung folgt demnRip, je kleiner das Fragment, desto
schneller ist seine Wanderungsgeschwindigkeit. iieage von gleicher Grof3e wandern
gleich schnell und bilden eine sogenannte DNA-Bande

Die Sichtbarmachung der Bandenmuster erfolgt dutaizufligung von Ethidiumbromid
zum Gel. Es handelt sich hierbei um einen Farhstdf mit der DNA interkaliert und im
ultravioletten Licht fluoresziert. Durch einen Vengh der DNA-Banden lassen sich so die
einzelnen Fragmente identifizieren.

Fur die Herstellung des 3 %igen Agarose-Gels wuxgarose in Tris-Borat-EDTA (TBE)-
Puffer suspensiert. Nach Aufkochen und anschlie®andbkihlen auf ca. 60 °C wurde
Ethidiumbromid (0,16 mg/l) hinzugefugt und mittédfsagnetrihrer homogen vermischt, um
der Entstehung von Luftblasen vorzubeugen. Danastievdas Gel in eine kammbesetzte
Gussform gegossen, die nach vollstandigem Erkales Gels herausgezogen wurde und
Taschen hinterliel3.

Das hergestellte Agarosegel wurde nun, von PuBadg bedeckt, in die
Elektrophoresekammer eingebracht. Die vorbereitBdA-Losungen (bestehend aus jeweils
25 ul verdautem Restriktionsansatz mit 3 pul 10xeBlice™ Gel Loading Buffer) wurden in
die entsprechenden Geltaschen pipettiert. Flr pégese Auswertung des Gels und eine
GrolRenzuordnung der Fragmente wurden zusatzlichpl 10DNA-GréRenstandard
(GeneRuler™100bp DNA Ladder) in eine weitere Gehaspipettiert.
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Die Elektrophoresekammer wurde verschlossen und 8ipannung von 400 V fir eine
Laufzeit von 60 Minuten (90 Minuten fir die SNP-Besnung von G-11187A) angelegt.
Die Stromstéarke betrug wahrenddessen 120 mA.

Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel hgensmmen und mit Hilfe eines
Ultraviolett-Transilluminators und Fotodrucker (KaddImage Station 440 CF) fotografiert,

entwickelt und ausgewertet.

2.7 Statistische Auswertung

Die durch Genotypisierung erhobenen Daten wurdenterunVerwendung des
Statistikprogrammes SPSS, Version 12.0, bearhaigtausgewertet. Angegeben sind jewells
Mittelwerte (m) und die Standardabweichung (SD)Mételwerte.

Als signifikant wurden Ergebnisse bezeichnet, die emer Irrtumswahrscheinlichkeit von
< 5 % behaftet waren (statistisches Signifikanzaivg < 0,05).

Unterschiedliche Ergebnisse zwischen zwei Grupparden durch Anwendung des nicht-
parametrischen U-Tests nach Mann und Whitney bagtch

Ein Vergleich von Werten zwischen mehr als zweigpen wurde mit dem Kruskal-Wallis
Test durchgefihrt.

Fur die pharmakokinetischen Untersuchungen derné&tudrde das non-kompartment Modell
angewandt. Die beiden Parameter AUC im Steady $2ai€(0-12)) und die dosisangepasste
AUC wurden nach der linearen Trapezregel bereclibietWerte fir die maximal erreichte
Konzentration (@ax und der Zeitpunkt der maximalen Konzentratiom#) konnten direkt
den entsprechenden Konzentrations-Zeitprofilen @ntnen werden. Die terminale
Halbwertszeit von Fluvastatin (t2) wurde mit demeliren Regressionsanalyse nach log-
Transformation der letzten Datenpunkte nach Akalkésmationskriterium erhoben. Die so
berechneten Werte wurden unter Anwendung des depadrTests mit historischen
Kontrollen verglichen und als arithmetisches Mittal) + arithmetische Standardabweichung
(SD) dargestellt.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dertBafe WinNonlin, Version 5.0 (Pharsight
Corporation, Mountain View, USA). Zur Berechnung @ezelnen Mittelwerte sowie deren
Standardabweichung wurde das Tabellenkalkulati@ggpmm Excel 2003 fur Windows XP
(Microsoft Corporation, Radmond, WA, USA) verwendet
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3 Ergebnisse

3.1 Patientendaten

Insgesamt konnten 25 Studienteilnehmer in die Wntdrung eingeschlossen werden, die in
zwei Behandlungsgruppen (Tacrolimus (n = 15 Pa@ntSirolimus (n = 10 Patienten))
aufgeteilt waren. Es handelte sich dabei um 18 iéen (72 %) und 7 weibliche (28 %)
Probanden.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Untersangen lag im Mittel bei 54,2 + 13,1
Jahren (min. 27 Jahre, max. 74 Jahre).

Das Koérpergewicht wies einen Median von 76,3 £ I@%3uf, wobei das minimale Gewicht
bei 45,2 kg und das maximale bei 113,1 kg lag.

Die Bestimmungen der Korpergrol3e ergaben einereMigtrt von 172,4 + 9,4 cm (min. 158
cm, max. 192 cm).

Von den 25 Patienten des Gesamtkollektivs gabeati2ZriRen an, Raucher zu sein. In 3 Fallen
war eine Zuordnung nicht moglich (siehe Tabelle 5).

Als Nierentransplantat hatten 4 (16 %) Patienterozein Lebendorgan und 21 (84 %) eine
Kadaverspende erhalten.

Die Transplantation selbst lag zum Zeitpunkt detedBuchung unterschiedlich lange zurtick
(min. 4 Monate, max. 79 Monate). Im Mittel lag dMerentransplantation 29,1 + 21,3
Monate zurlck.

Bei allen Patienten blieb die Medikation der Imnmupyressiva sowie die Dosierung des

Fluvastatins wahrend des gesamten Untersuchungares unverandert.
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In der folgenden Tabelle sind die fur unsere Untehsingen relevanten
Patientencharakteristika zusammengefasst.

Patienten (n) 25
mannlich/weiblich (n) 1877

Alter (Jahre + SD) 54,2 +13,1
Zeit nach Transplantation (Monate + SD) 29,1+21.3
Kdrpergewicht (kg = SD) 76,3+16,5
Korpergrolle (cm = SD) 172,4+9,4
Raucher (n) 2

Tabelle 5: Patientencharakteristikén = Anzahl; die anderen Daten sind als Mittelwefte) +

Standardabweichung (SD) angegeben)

3.2 Begleitmedikation

10 Patienten unterlagen einer BegleitmedikationMyitophenolat Mofetil (500-1000 mg/d),
1 Proband nahm das Kortikoidpraparat Prednisolor{®il0 mg/d) und 14 Patienten wurden
mit einer Kombination aus beiden Medikamenten bdaHn

Die immunsuppressive, lipidsenkende sowie antingosive Komedikation der Patienten ist

in Tabelle 6 dokumentiert.

Prednisolon (n) 15
Mycophenolat Mofetil (n) 24
AT 1-Rezeptorblocker (n) 8
ACE-Hemmer (n) 12
Schleifendiuretika (n) 5
Calcium-Antagonisten (n) 8
Betablocker (n) 7
Alphablocker (n) 2
Clonidin (n) 1

Tabelle 6: Begleitmedikation (n = Anzahl)
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3.3 Lipidstatus

Der Mittelwert des Gesamtcholesterins lag beim nsnighten Patientenkollektiv bei 197,48 +
61,46 mg/dl (min. 114 mg/dl, max. 362 mg/dl). Insg@at 9 Patienten wiesen (36 %) erhohte
Cholesterinwerte auf: bei 4 Probanden (16 %) zeigieh Werte zwischen 200 und 250
mg/dl und 5 Probanden (20 %) hatten Werte oberkalb 250 mg/dl. Bei immerhin 16
Patienten (64 %) lagen die Konzentrationen des iGesmlesterins unter 200 mg/dl und
somit innerhalb des Normbereichs.

Die Bestimmung der LDL-Cholesterinwerte im Serungadér einen Median von 113,76 +
47,19 mg/dl (min. 56 mg/dl, max. 277 mg/dl). Ber déehrzahl der Patienten befanden sich
die LDL-Werte unterhalb von 130 mg/dl und damit Mormbereich (19 Patienten, 76 %).
Moderat erhdhte Werte zeigten sich bei 3 Probarfti2r®o), wahrend ebenfalls 3 Patienten
(12 %) stark erhohte Werte von tber 160 mg/dl aesen.

Die Serumkonzentration des High Density Lipoprot@#L)-Cholesterins betrug im Mittel
49,44 + 16,44 mg/dl (min. 23 mg/dl, max. 92 mg/dl).

Der Medianwert der Triglyceridkonzentration lag Béil,28 + 197,74 mg/dl (min. 69 mg/dl,
max. 793 mg/dl).

3.4 Pharmakokinetik von Fluvastatin unter Tacrolimus bzw. Sirolimus

Die Ergebnisse aus den Berechnungen der pharmasdnen Parameter von Fluvastatin
beschrankten sich auf ein Kollektiv aus 22 Probandda bei 3 Patienten keine
Fluvastatinblutspiegel bestimmt werden konnten. Bsinem Probanden lag eine
unzureichende gastrointestinale Resorption vorzivei weiteren Patienten wurden Fehler in
der labortechnischen Auswertung der Datensatzetresgt.

Einer immunsuppressiven Therapie mit Tacrolimusetagen 14 Patienten (63,6 %). Dabei
handelte es sich um 9 mannliche (64,3 %) und 5heb# (35,7 %) Probanden.

Die Dosierung lag im Mittel bei 5,74 + 3,37 mg/difm2 mg/d, max. 14 mg/d).

Die Gruppe der mit Sirolimus behandelten Patientemfasste insgesamt 8 Probanden,
darunter 6 Manner (75 %) und 2 Frauen (25 %). Didere Dosierung von Sirolimus betrug
1,36 £ 0,67 mg/d (min. 1 mg/d, max. 3 mg/d).

Die AUC(0-12) von Fluvastatin betrug bei den mit Tacrolimus lmetedten Patienten im Mittel
426,44 + 176,45 ng m! h und bei den Patienten unter Sirolimus 418,6Z&,@ ng mi* h.
Somit zeigte die AUQX12) von Fluvastatin keine wesentlichen Unterschigae (,785) in
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Kombination mit Tacrolimus oder Sirolimus. Auch domsisangepasste AUC wies nur
geringfiigig hthere Werte bei den Tacrolimuspatiemiaf (10,02 + 7,18 ng il h bzw. 7,11
+ 3,89 ng mI* h bei Sirolimusp = 0,525). In Bezug auf den Zeitpunkt des Erreishdaer

maximalen Fluvastatin-Konzentrationnfdx) zeigten sich Unterschiede, wobei die Probanden
unter Tacrolimus im Mittel nach 1,5 £ 0,71 h die xim@ale Konzentration erreichten,
wahrend die Sirolimusgruppe 3,38 + 2,06 h bendtigiene dass ein Signifikanzniveau
erreicht wurde = 0,483). Die maximale Konzentration selbstmf&) betrug unter
Tacrolimusmedikation im Mittel 119,52 + 59,14 ng/omd unter Sirolimus 90,68 + 61,39
ng/ml (o = 0,66).

Sowohl die ermittelten Werte fur die Fluvastatinit¥gertszeit als auch fur dessen Clearance
wiesen keine eindeutigen Differenzen auf (sieheellaly).

Aufgrund der sich im direkten Vergleich zwischerciidimus- und Sirolimuspatienten nicht
unterschiedenen AUG-12rWerte wurde das Kollektiv fir die weiteren pharmmg&netischen
Untersuchungen als ein Gesamtkollektiv betrachtet.

Eine Ubersicht der Ergebnisse der pharmakokinetisdbntersuchungen von Fluvastatin ist
in Tabelle 7 dargestellt, jeweils berechnet fur Hi@zelkollektive der Tacrolimus- bzw.

Sirolimuspatienten.

AUC(0-12) | AUC- dosis- | t%2 Cmax Tmax Clearance
angepasst
(ngml™h) | (ngml™h) | () (ng/ml) (h) (ml/h)
Tacrolimus 426,44 10,02 6,59 119,52 15 0,27
+176,45 +7,18 +4,57 +59,14 +£0,71 0,21
Sirolimus 418,64 7,11 4,93 90,68 3,38 0,22
+ 276,64 + 3,89 +239 | £61,39 + 2,06 +0,11
p 0,785 0,525 0,575 0,66 0,483 0,74

Tabelle 7: Pharmakokinetik von Fluvastatin bei n = 14 Pagantnter Tacrolimus-Therapie bzw. bei
n=8 Patienten mit Sirolimus-Behandlung (als Mitteltger(m) + Standardabweichung (SD)

angegeben)
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3.5 Pharmakokinetik von Fluvastatin nach OATP-C-Genotygsierung

Im OATP-C-Gens wurden insgesamt drei SNPs bestinbratunter befanden sich der in
Exon 4 befindliche Polymorphismus 388 A>G, der SR T>C in Exon 5 sowie der in der
Promoterregion lokalisierte SNP 11187 G>A.

3.5.1 SNP 388 A>G

Die Allelhaufigkeiten innerhalb unseres Gesamthdiles verteilten sich wie folgt: Dem
homozygoten 388 AA-Genotyp konnten 8 Patienten4(36) zugeordnet werden, wahrend
sich 4 Probanden (18,2 %) homozygot flur 388 GGterigDer SNP 388 GA wurde bei
insgesamt 10 Patienten (45,5 %) nachgewiesen.

Die AUC(0-12) der Probanden mit AA-Polymorphismus lagen im Miktei 327,80 + 125,64
ng ml™ h, die Mittelwerte des heterozygoten SNP AG und l@Bugen 396,29 + 163,11 ng
ml~" h bzw. 683,49 + 440,51 ng mlh. Ein Vergleich dieser Ergebnisse zeigte, dags die
Werte nicht signifikant unterschiedgm< 0,67).

Bezlglich der dosisangepassten AUC ergaben sicinfalse keine Abweichungen der
Mittelwerte und ihrer Standardabweichungen=(0,94). Auch ein Vergleich der Parameter
Tmaxund Gnaxwies keine signifikanten Unterschiede gujgweils > 0,05).

Die berechneten Mittelwerte und deren Standardathweigen der pharmakokinetischen

Fluvastatinparameter sind in Tabelle 8 dargestellt.

3.5.2 SNP 521 1T>C

Zu den Tragern des 521 TT-Polymorphismus zahlteRdttenten (68,2 %), den SNP 521 TC
wiesen 5 Probanden (22,7 %) auf und den CC-Polynsmps besal3en 2 Patienten (9,1 %).

Die AUC(0-12) des CC-Genotyps lagen im Mittel bei 861,05 + 685§ ml™ h, die AUC-
Werte der TC- und TT-Polymorphismen bei 447,0 +,68(hg mI™* h bzw. 357,21 + 157,44
ng ml™ h. Der statistische Vergleich ergab g 0,73 und somit keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die dosisangepasste AUC lag wiederum bei dem SNFC&2 am héchsten und betrug 12,15
+ 8,7 ng mI* h, wahrend die Werte fur 521 TC im Mittel bei 688,7 ng m* h und die
des 521 TT-Polymorphismus bei 9,39 + 6,86 ng'nhl lagen. Mit einenp = 0,51 ergab sich

auch hier keine statistische Signifikanz. Die phakokinetischen Parametemdx, Cmax und



Ergebnisse 23

tY% sowie die Fluvastatin-Clearance kdnnen der TalBebntnommen werden. Im direkten

Vergleich wiesen auch diese Ergebnisse keine gagnifen Unterschiede auf.

3.5.3 SNP 11187 G>A

Innerhalb des Patientenkollektivs konnte bei 2 Bnalen (9,1 %) der SNP 11187 G>A durch
Genotypisierung nachgewiesen werden. StatistisenreddBnungen mit Daten von 2 Patienten
sind jedoch nicht hinreichend aussagekréaftig, s darauf verzichtet wurde, den SNP 11187

G>A in weitere Berechnungen einzubeziehen.

3.6 Pharmakokinetik von Fluvastatin nach CYP 2C9-Genotyisierung

Im Hinblick auf das CYP 2C9-Gen wurden zwei Polyptosmen bestimmt. Es handelte sich
dabei um den SNP CYP 2C9 *2 430 C>T sowie den Paotghismus von CYP 2C9 *3 1075
A>C.

3.6.1 SNP CYP 2C9 *2 430 C>T

Aus dem Gesamtkollektiv konnten 20 Patienten (90)3em wt/wt-Genotyp (Wildtyp) und
2 Patienten (9,1 %) dem *2/*2, *1/*2-Genotyp zughoet werden.

Die Bestimmung der AU@-12) ergab fir den SNP wt/wt 432,46 + 227,23 ng_lrrﬂn, der

SNP *2/*2, *1/*2 zeigte einen Mittelwert von 334,9997,04 ng ml" h. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnigger 0,48). Auch die @ax wies beim
wt/wt-Polymorphismus héhere Werte auf als bei detiz, *1/*2-Genotyp (112,28 + 66,51
ng/ml bzw. 76,55 + 43,45 ng/ml), jedoch nicht vaatistischer Aussagekrafp & 0,31). Die
maximale Konzentration wurde beim Wildtyp schnekereicht als bei vorhandenem SNP
*2/*2, *1/*2 (Tmax 2 £ 1 h bzw. 4 + 2 h). Das Signifikanzniveau ktenweder hier noch bei
Tmax, der Clearance oder der Halbwertszeit erreichter® siehe Tabelle 8).

3.6.2 SNP CYP 2C9 *3 1075 A>C

Die Genotypisierung von CYP 2C9 *3 ergab bei 20eP&tn (90,9 %) den wt/wt-Typ und bei
2 Patienten (9,1 %) den *1/*3- Typ.

Die mittlere Fluvastatin-AU@©-12) bei den Tragern des *1/*3-Genotyps lag um 300 %eh6
verglichen mit den Ergebnissen beim Wildtyp. Im Z&iimen lagen die Werte im Mittel bei
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1042,96 + 444,06 ng ml h beim *1/*3-Genotyp bzw. 361,67 + 155,17 ng mh beim
wt/wt-Genotyp. Dieser Unterschied erreichte mieeip = 0,03 statistische Signifikanz.

Auch die Gnax von Fluvastatin unterschied sich signifikapt=0,009) und betrug bei den
Tragern des heterozygoten *1/*3-Genotyps im Mi&2,50 + 38,00 ng/ml, wahrend sie beim
Wildtyp bei 91,68 + 47,07 ng/ml lag.

Die dosisangepasste AUC verfehlte bei ebenfalle@hMittelwerten flur den heterozygoten
*1/*3-Genotyp eine statistische Signifikanz=£ 0,08).

Die Zeit zum Erreichen der maximalen Konzentraif®dmax) war bei dem SNP *1/*3 nicht
signifikant geringerig = 0,34). Ebenso wiesen die Ergebnisse fur die @hear sowie fir die
Halbwertszeit niedrigere Werte beim *1/*3-Genotypf,aaber auch hier wiederum ohne

Nachweis einer statistischen Signifikanz.
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In Tabelle 8 sind die pharmakokinetischen Parametsm Fluvastatin bezlglich der
jeweiligen OATP-C- bzw. CYP 2C9-Polymorphismen destgllt.

AUC(0-12) AUC- dosis- | t¥ Tmax Cmax Clearance
angepasst
(ngml™ h) | (ngml™ h) (h) (h) (ng/ml) (mi/h)
OATP-C
T521C 357,21 9,39 7,42 2,47 97,15 0,281
TT + 157,44 + 6,86 +4,54 +1,56 + 59,55 + 0,219
TC 447,0 6,39 2,87 1,4 114,98 0,192
+ 150,60 +2,17 +0,90 +0,48 + 35,29 + 0,075
CcC 861,05 12,15 2,98 2 183,2 0,169
+ 625,975 +8,7 +0,38 +0 +137,3 +0,121
p 0,73 0,51 0,24 0,12 0,89 0,24
A388G 327,80 6,05 3,06 108,3 5,68 0,199
AA + 125,64 +2,09 +2,22 +78,88 +2,11 +0,078
AG 396,29 10,96 7,35 1,75 94,36 0,319
+163,11 +9,19 +5,94 +0,7 + 38,97 + 0,295
GG 683,49 9,77 3,18 15 141,18 0,183
+440,51 + 6,28 +0,35 +0,5 + 86,66 + 0,115
p 0,67 0,94 0,24 0,74 0,53 0,24
CYP 2C9
*2 wt/wt 432,46 8,47 5,40 2 112,28 0,26
+ 227,23 +6,02 + 3,22 +1 + 66,51 +0,18
*2[*2, *1/*2 334,99 13,78 11,80 4 76,55 0,082
+ 97,04 +4,85 + 0,07 2 +43,45 + 0,029
p 0,48 0,9 0,36 0,63 0,31 0,9
*3 wi/wt 361,67 8,3 6,2 2,28 91,68 0,269
+ 155,17 +5,75 +4,01 +1,26 +47,07 +0,179
*1/*3 1042,96 15,52 3,75 1,25 282,5 0,073
+ 444,06 +5,33 +1,15 +0,75 +38 +0,025
P 0,03 0,08 0,73 0,34 0,009 0,08

Tabelle 8: Einfluss von OATP-C und CYP 2C9 auf die Pharmaketik von Fluvastatin bei n = 22

nierentransplantierten Patienten unter Tacrolimus {4) oder Sirolimus (n = 8)
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3.7 Unerwilnschte Ereignisse

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes tr&eimerlei unerwiinschte

Nebenwirkungen der eingesetzten Medikamente aufgdbskeine Ereignisse, die zu einer
Unterbrechung oder gar zu einem Abbruch der Sthdteen fihren kénnen. Alle Patienten
vertrugen ihre individuell eingestellte Medikatissg dass in keinem Fall eine Veranderung

des geplanten Therapieregimes erforderlich wurde.
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4 Diskussion

4.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv stellte sich in beiden Ustehungsgruppen (Tacrolimus- und

Sirolimuspatienten) homogen dar.

4.2 Lipidwerte

Die European Atherosclerosis Society (EAS) bezathnn ihren Richtlinien
Gesamtcholesterinkonzentrationen von Uber 200 mighdISerum als erhdht, wobei sie
zwischen einer milden und einer schweren Erhdhuffigrenziert (65). Werte zwischen 200
und 250 mg/dl gelten demnach als milde Form derl&sberinerh6hung, wohingegen Werte
jenseits von 250 mg/dl als schwer erhdht eingestaftien. Nach dieser Definition zeigten 64
% der untersuchten Patienten unter Fluvastatinpheeraine befriedigende Senkung des
Serumcholesterins.

Gemall den Empfehlungen des National Cholesterotdiidun Program (NCEP) befinden
sich LDL-Konzentrationen zwischen 130 und 160 mgpdlgrenzwertig erhéhten Bereich,
daruber hinausreichende Werte gelten als starkherf@6). Empfohlen werden Werte
unterhalb von 130 mg/dl bei Patienten ohne erhdRtsikoprofil. Mit einem Mittelwert von
113,76 + 47,19 mg/dl fur das LDL-Cholesterin kondieses Ziel bei 76 % der Patienten
erreicht werden. 58 % der untersuchten Proband#arhainen LDL-Cholesterin-Wert von
<100 mg/dl, was den ZielgréRen der EAS fir Risikogpden entspricht. In der
Gesamtbetrachtung fand sich unter Einsatz voncta@0 mg Fluvastatin eine gute Senkung
des LDL-Cholesterins.

Das NCEP empfiehlt im Hinblick auf das HDL-Cholesteim Serum Werte oberhalb von
35 mg/dl. Innerhalb unseres Kollektivs lag die Mt der Werte im empfohlenen Bereich
(19 Patienten, 76 %), von denen 6 Patienten (24H®)-Werte oberhalb von 60 mg/dl
aufwiesen, denen laut NCEP ein protektiver Effektuschreiben ist.

Gemal3 der EAS sollten die Triglyceride unter 200dhliegen. Konzentrationen zwischen
200 und 500 mg/dl werden als moderat erhoht, solgber 500 mg/dl als stark erhoéht
angesehen. In unserer Studie zeigten sich bei 1i@nkan (52 %) Triglyceridwerte im
empfohlenen Referenzbereich. Die Werte von 9 Prabdar{36 %) lielRen sich als moderat
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erhoht einordnen, bei 3 Patienten (12 %) lagerKdiezentrationen jenseits der Grenze von
500 mg/dl und somit im stark erhéhten Bereich.

Insgesamt wurde bei etwa 75 % der Probanden efnedigende Einstellung des LDL- und
HDL-Cholesterins erreicht. Die bei erhohtem kardskularem Risikoprofil anzustrebenden
Werte von <100 mg/dl LDL-Cholesterin wurden im Mitknapp verfehlt. In diesen Fallen
sollten alternative Konzepte, wie beispielsweisee diGabe des Cholesterin-
ResorptionsinhibitorgEzetimib diskutiert werden (67, 68). Die zum Tedudlich erhéhten
Triglyceride fanden sich vor allem in der mit Sinolis therapierten Patientengruppe. Die
Hypertriglyceridamie ist hier als eigenstdndige @&mbirkung des Immunsuppressivums
beschrieben und erfordert gegebenenfalls den Einsajdnzender Medikamente wie
Fenofibrat, das jedoch in Einzelfallen zum Auftreteines akuten Nierenversagens fuhren

kann und aus diesem Grund durchaus kontroversskutigren ist (69).

4.3 Einfluss der Immunsuppressiva auf Fluvastatin und Enpfehlungen fur

die Therapie mit Statinen nach Nierentransplantatiam

In vielen Transplantationszentren werden bevor#tgtastatin und Pravastatin aufgrund
ihres gunstigeren Interaktionspotentials, unteressmh auch nach Nierentransplantation,
eingesetzt (62, 70-73). In der zugrundeliegenddmeiikonnte gezeigt werden, dass weder
Tacrolimus noch Sirolimus einen Einfluss auf deruvBktatinspiegel besitzen. Die
angegebenen AUC- undn@xWerte von Fluvastatin (als 80 mg Retardkapselymethen
dabei den Werten, die auch bei gesunden Testpersomee Komedikation unter Steady
State-Bedingungen erreicht werden (74).

Damit scheint eine Kombinationsbehandlung von Bma$ bzw. Tacrolimus mit Fluvastatin
im Hinblick auf mdgliche Statin-Nebenwirkungen tela sicher zu sein. Diese
Schlussfolgerung entspricht auch der bisherigamddhen Erfahrung und wird durch weitere
pharmakokinetische Untersuchungen anderer StatmeKombination mit Sirolimus,
Everolimus und Tacrolimus bestatigt (47, 49-51,%4,59-63).

Zusammengefasst ergeben sich folgende Empfehluiigelen Einsatz verschiedener Statine
bei nierentransplantierten Patienten:

Das Cytochrom P450 3A4-Substrat Lovastatin solée dreringerer Wirkungsstarke und
einem hohen Interaktionspotential nicht mehr vedetnverden (31-34)Der Einsatz von
Atorvastatin und Simvastatin als weitere CYP 3A&4State erscheint selbst nach
Dosisreduktion aus pharmakologischer Sicht nichitegienklich, da auch hier Interaktionen,
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vor allem unter Begleitmedikation von Azolen, Mdidtantibiotika oder Verapamil, bis hin

zu nachfolgenden Rhabdomyolysen beschrieben si@etl3 71, 72, 75-78). Der Einsatz
dieser Lipidsenker mit hohem Interaktionspotentigdt daher aus Sicht des
Transplantationsmediziners nicht empfehlenswert.bzw dann gerechtfertigt, wenn eine
Therapie mit Fluvastatin oder Pravastatin nichekdf’ durchgefihrt werden kann. Alternativ
ist in diesem speziellen Fall eine zusatzliche Gaé® Lipidsenkers Ezetimib zur Senkung
des Cholesterins zu diskutieren. Aber auch hied sinteraktionen keinesfalls ganz
auszuschlieBen und daher wird beispielsweise zunBeginer Kombinationstherapie von
Ezetimib mit Cyclosporin A eine Dosisreduktion vBaetimib auf 5 mg/d empfohlen (67,
68). Ein sogenanntes Sicherheitsmonitoring der StatibeNeirkungen muss am Tag 7 nach
Erstgabe und anschlieRend alle 4 Wochen im Rahmen Tdansplantationsnachsorge
erfolgen. Das Monitoring muss ebenfalls die Konéraler Bluttalspiegel der verwendeten
Calcineurin- oder mTOR-Inhibitoren beinhalten, da Wechselwirkungen hochst komplex
sind und die Patienten haufig mit mehr als 5-10sel@edenen Medikamenten therapiert
werden. Eine Myositis als Zeichen der statinbedingtNebenwirkungen beginnt dabei
schleichend und auch Erhéhungen der Creatinkin@€3€ €ntstehen nicht Gber Nacht,
sondern entwickeln sich im Verlauf von Wochen bisondten. Eine gezielte

Patientenanamnese ist neben der laborchemischdaut&kontrolle mit Bestimmung der

CK-Werte ein wichtiger Bestandteil der Transplaotanachsorge.

Nachdem ein Einfluss von Tacrolimus bzw. Sirolimasf die Pharmakokinetik von

Fluvastatin ausgeschlossen werden konnte, wurdem Oaten beider Kollektive

zusammengefasst betrachtet, um so eine hohere dgalsaft bezlglich der weiteren

Polymorphismus-Untersuchungen zu erreichen.

4.4 Einfluss von OATP-C (OATP1B1)-Polymorphismen auf Sdtine

Die Familie der OATPs stellt eine Gruppe von Gedan die einen aktiven Transport von
Substanzen tber Zellmembranen in verschiedenem@mngaermittelt. Je nach Subtyp werden
sie unter anderem in Leber, Niere, Intestinum somi&ehirn exprimiert (79).

Zu den korpereigenen Substraten der OATPs zahkeremilogen gebildeten Gallensauren,
Schilddrisenhormone, Prostanoide und Steroidhormdnéer den von auf3en zugefihrten
Substraten befinden sich Digitalisglykoside, Angiain converting enzyme (ACE)-Hemmer
und verschiedene Antibiotika. Daneben konnte auehGauppe der HMG-CoA-Reduktase-

Inhibitoren, die Statine, als weiteres Substrat@ai Ps identifiziert werden (80).
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Von den zahlreichen OATP-Subtypen richteten wir dar vorliegenden Studie unser
Augenmerk auf das OATP-C (OATP1B1), das in der ladsmalen Membran der Hepatozyten
lokalisiert ist (56). Neben Pravastatin und Cettiatis konnte auch Pitavastatin als Substrat
der OATP-C nachgewiesen werden (53, 55, 81).

MwiINYI et al. untersuchten 2004 in einer weiteren Studie denliokin Einfluss von OATP-
C-Haplotypen auf die Pharmakokinetik von Pravastatid stellten fest, dass die A(¥5)
von Pravastatin bei Tragern des *5 (T521C)-Haplstgmnifikant hoher war als die bei
Patienten mit *1a oder *1b (A388G)-Haplotyp (79)e Schlossen daraus, dass die Expression
von *5 zu einer Verzdgerung der hepatischen Aufrald@s Pravastatins fuhrt, wahrend ein
Vorhandensein des *1b-Haplotyps diese zu beschdeuarscheint.

Die Untersuchung von IEMI et al. bestétigte eine Assoziation von hohen Pravastatin-
Konzentrationen und dem Vorhandensein bestimmtgidtygpen (82). Des Weiteren zeigten
sie einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen IATRAC-Gen und der
Pharmakokinetik von Pravastatin, indem sie nactemgdass die AU@G-12) bei Tragern des
11187 GA-Genotyps um 98 % hoher lag als beim GG-Batienten mit einem 521 TC-
Genotyp wiesen eine um 106 % hohere AUC als deolaggote TT-Typ auf.

TIRONA et al. demonstrierten 2001 die Abhangigkeit der SNP-Hkdiit von der ethnischen
Zugehorigkeit (83). Sie verglichen Amerikaner minArikanern afrikanischer Herkunft und
stellten fest, dass der SNP 388 AG mit einer H&efigvon 74 % bei Afro-Amerikanern und
der 521 TC-Polymorphismus bei 14 % der untersucAterrikaner auftrat.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir mogliciiVechselwirkungen zwischen
Polymorphismen im Transporter-Gen OATP-C und dearflakokinetik von Fluvastatin.
Unsere Ergebnisse lieferten keinen Anhalt fir eurgerschiedliche Beeinflussung der
Metabolisierung von Fluvastatin zwischen Tragera @ATP-C 521 TT-Genotyps oder CC-
Genotyps. Ebensowenig wurde die Verstoffwechslueg 8tatins vom Vorhandensein des
OATP-C 388 AA oder -GG beeinflusst. Es lasst siomis sagen, dass in unserer Studie die
pharmakokinetischen Parameter von Fluvastatin ime@gatz zu denen anderer Lipidsenker
keine Abhangigkeit von Polymorphismen im OATP-C-Gaofwiesen. Dies steht im
Einklang mit kirzlich erschienenen Publikationendenen eine Einflussnahme von OATP-
C-Polymorphismen auf die Pharmakokinetik von Fltais ebenfalls nicht nachgewiesen
werden konnte (84-86).
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4.5 Bedeutung der CYP 2C9-Polymorphismen

Um Verfalschungen der pharmakokinetischen Ergebnisszubeugen, wurden die Patienten
auch hinsichtlich des Vorhandenseins eines CYP*2C3-Genotyps untersucht, der sich bei
2 Patienten (8 %) nachweisen liel3. Die mittlerev&atiatin-AUQ0-12) bei den Tragern des
CYP 2C9 *1/*3-Genotyps lag, wie bereits in der Liteeir von KRCHHEINER et al.
beschrieben, signifikant hoher verglichen mit degebnissen beim Wildtyp (87). Auf die
weitere Auswertung der pharmakokinetischen Parametgten diese Patienten keinen

Einfluss.
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5 Zusammenfassung

Eine Triple-Therapie, bestehend aus einem Caldmeader mTOR-Inhibitor, einem DNA-
Synthesehemmstoff und einem Kortikosteroid steltt vielen Universitidten die
Standardtherapie nach Nierentransplantation daidcir@arin- bzw. mTOR-Inhibitoren
werden uber das Cytochrom P450 3A4-System metadoli©abei besteht die Gefahr, dass
es zu Interaktionen mit Medikamenten wie z.B. Awtilka oder Statinen kommen kann, die
Uber den gleichen Metabolisierungsweg verfligenalishe Bedeutung fur eine Interaktion
mit Statinen scheinen auch P-Glycoproteine bzw. a@isghe-Anion-Transportierende
Polypeptide (OATP-Cs) zu besitzen, so dass auclst&oien ohne Verstoffwechslung tber
das Cytochrom P450 3A4-System mit den genannterulmsappressiva interagieren kénnen.
Klassischerweise beeinflusst dabei die KomedikatiienBlutspiegel der Immunsuppressiva.
Diese Interaktion ist fir den Kklinischen VerlaufchaTransplantation von wesentlicher
Bedeutung, besonders hinsichtlich des Nebenwirkaotgstials der Immunsuppressiva.
Wechselwirkungen, die nur die Blutspiegel der Koikation erhdhen, sind deutlich seltener
beschrieben. Fir einzelne Substanzen aus der Guagp&tatine konnte allerdings genau
dieser Interaktionstyp, vor allem in Kombinationt r@yclosporin A, nachgewiesen werden,

der in Einzelfallen zu Kklinisch relevanten Myopaithibis hin zu Rhabdomyolysen fiihrte.

In der vorliegenden Untersuchung wurde diesbeZiigieprtft, ob die Kombination von
Tacrolimus bzw. Sirolimus mit Fluvastatin einen fitiss auf die Pharmakokinetik des
Lipidsenkers besitzt. Um Verfalschungen der Ergedmizu vermeiden, wurde zusatzlich der
Einfluss von Polymorphismen im OATP-C-Gen sowieGMP 2C9-System untersucht, unter

dem es gleichermal3en zu Verdnderungen der Staiisgegel kommen kann.

25 Patienten im Alter von 54,2 +13,1 Jahren, agifjein 2 Behandlungsgruppen
(Tacrolimus (n = 15), Sirolimus (n = 10)) nahmenuaiserer Studie teil. FlUr die Bestimmung
der pharmakokinetischen Parameter von FluvastatihC(0-12), dosisangepasste AUC, tYz,
Tmax, Cmaxund Clearance) konnten die Daten von n = 22 Padraausgewertet werden.

Bei gesunden Probanden unter einer Fluvastatin-khenapie fanden sich vergleichbare
Ergebnisse wie bei Patienten unter einer Kombinabehandlung von Fluvastatin mit
Tacrolimus bzw. Sirolimus. Somit konnte diese Atberstmals nachweisen, dass kein

Einfluss der verwendeten Immunsuppressiva auf dimarrRakokinetik von Fluvastatin
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(Locol®, eingesetzt in Form von 80 mg RetardtablettenjebésFolglich unterscheiden sich
die nach Transplantation einsetzbaren Calcinedribitoren (Cyclosporin A, Tacrolimus)
bezuglich ihres Interaktionspotentials, da untecl@yporin A eine mehrfache Erhéhung der

Fluvastatin-Bluttalspiegel bekannt geworden ist.

Die nierentransplantierten Patienten unserer Stwdieden aufRerdem im Hinblick auf
vorhandene Gen-Polymorphismen des OATP-C (388 A&%;T>C; 11187 G>A) sowie des
CYP 2C9-Enzyms untersucht, da hier ein Einfluss diaef Bluttalspiegel einzelner Statine
beschrieben worden ist.

In Analogie zu anderen publizierten Untersuchungsghsich auch in der vorliegenden Arbeit
kein Zusammenhang zwischen OATP-C-Polymorphismern wen Blutspiegeln von
Fluvastatin nachweisen.

Der Effekt des CYP 2C9 *1/*3-Genotyps war bereigkdnnt und wurde durch unsere Studie
erneut bestatigt.

Zusammenfassend bestatigen unsere Untersuchungess @alcineurin- und mTOR-
Inhibitoren ein unterschiedliches Interaktionsptisdanmit den auf dem Markt befindlichen
Statinen besitzen. Dabei zeigen unsere Studiensigg) dass unter einer
Kombinationstherapie von Fluvastatin mit Tacrolinmzsv. Sirolimus kein Kklinisch relevantes
Wechselwirkungspotential besteht. Soweit derzescbeeben, scheinen Tacrolimus und
MTOR-Inhibitoren (Sirolimus, Everolimus) im Gegetzsau Cyclosporin A ein geringeres

Interaktionspotential mit Statinen zu besitzen.
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7 Anhang

7.1 Patientenaufklarung

Untersuchungen von Wechselwirkungen der Medikamenté&irolimus bzw. Tacrolimus

und Fluvastatin nach Nierentransplantation
Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie sind nierentransplantiert und werden derzeit dén Medikamenten Rapamihe
(Sirolimus) bzw. Progréf (Tacrolimus) als sogenannte Immunsuppressiva zahuts der
Niere vor einer Abstol3ungsreaktion behandelt. Zlis&t erhalten Sie einen sogenannten
Fettsenker (Loc8l (Fluvastatin)), der dazu dient, die ggf. vorhandeaghohten Blutfette zu
erniedrigen. Auch wenn diese Therapieform seitdéagn bekannt ist und durchgefuhrt wird,
wissen wir derzeit nur wenig, in wie weit sich dieen genannten Medikamente gegenseitig
im Blut beeinflussen. Hiermit méchten wir Sie hittean einer Blutuntersuchung
teilzunehmen, die von der Klink fur Nieren- und Hdouckkrankheiten des

Universitatsklinkums Schleswig-Holstein, CampuslKdeirchgefihrt wird.

Die Teilnahme an der Blutuntersuchung ist dabei inemfreiwillig und kann jederzeit ohne
Angabe von Grinden durch Sie beendet werden, ohassdlhnen dadurch Nachteile in

Ihrer medizinischen Betreuung entstehen.

Untersuchungen dieser Art sind notwendig, um vsli@se neue medizinische
Forschungsergebnisse zu gewinnen. Notwendige Veetausg fur die Durchfihrung dieser
Untersuchung ist jedoch, dass Sie Ihr Einversténdar Teilnahme an dieser Untersuchung
schriftlich erklaren. Bitte lesen Sie den folgendehext als Erganzung zum
Informationsgesprach mit Ihrem Arzt sorgfaltig dunend zdgern Sie bitte nicht, Fragen zu

stellen.



Anhang 46

Ziel der Untersuchung:

Mit der engmaschigen Messung der Blutspiegel dedikénente Sirolimus bzw. Tacrolimus
und Fluvastatin im Zeitraum Uber 12 Stunden mieeizusétzlichen Blutentnahme nach 24
Stunden soll untersucht werden, ob Uber die Zeitiengleich zu vorhandenen Daten aus
Voruntersuchungen ahnliche oder andere Medikambhtespiegelkurven nachgewiesen
werden konnen. Da erhOhte oder erniedrigte Blugsgbiedieser Medikamente auch in
Abhangigkeit von Ihren Stoffwechselenzymen (u.ages@annte Cytochrom P450-Enzyme)
variieren konnen, werden diese Stoffwechselenzymeaig auch anhand einer Blutprobe

untersucht.

Ablauf der Untersuchung:

Nach dieser Aufklarung werden in einer sogenannBemeeningphase Daten aus der
Ambulanzakte erhoben (zur Person und LaborwertedchNKontrolle der Ein- und
Ausschlusskriterien, lhr Einverstandnis vorausgeseterden fur diese Untersuchung an
einem vereinbarten Tag die Medikamentenblutspiegel Sirolimus bzw. Tacrolimus und
Fluvastatin Gber 12 Stunden (Blutentnahme vor Hinma der Tabletten und 30, 60, 90
Minuten nach Tabletteneinnahme sowie nach 2, 8, 8, 9, 10, 11, 12 und ggf. nochmals
nach 24 Stunden) gemessen (Tag 1).

Insgesamt erfolgen 13 Blutenthnahmen Uber eine Ktoféterweilkanile, die mindestens
einmal am Tag 1 gelegt werden muss. Ca. 2 Wochetersgerfolgt nochmals eine
Kontrollblutuntersuchung, bei der zusatzlich auad Bnzymaktivitat des Cytochrom P450-
Enzyms gemessen werden soll. Die Gesamtmenge tiesn@nenen Blutes betragt ca. 120

ml innerhalb von 3 Wochen.

Mogliche Risiken durch Teilnahme an dieser Untersutung:

a) Blutentnahme:

Durch die Punktion einer Vene und das Legen eiogeisannten Venenverweilkantle kbnnen
Infekte und lokale Blutungen auftreten. Dabei ka&snzu einer Venenentziindung kommen.

Die Blutentnahme kann unter Umstanden etwas schvatrzein.

b) Medikamente:
Fur die Untersuchung werden keine neuen, lhnert niettraute Medikamente angesetzt, so
dass keine durch die Untersuchung bedingten zud#nl medikamenttsen Risiken bestehen.

Da Nebenwirkungen durch Fettsenker im Bereich derskédin aber nicht grundsatzlich
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ausgeschlossen werden kénnen, werden Sie im Rald@eruntersuchungen Uberwacht.
Sollte wéahrend der Untersuchung eine aul3ergewdtali®luskelschwere, zunehmende
Schmerzen in den Beinen oder ein roter Urin vorefhbeobachtet werden, so sollten Sie
unverzuglich Kontakt mit dem Arzt aufnehmen, um disache zu klaren. Die Beschwerden
entwickeln sich dabei selten innerhalb eines Tageslern iber mehrere Tage bis Wochen. In
sehr seltenen Fallen sind unter einer TherapieF®mitsenkern, zu denen auch Fluvastatin
gehdort, schwere Muskelentziindungen, Nierenverssgere Todesfélle beschrieben worden.
Da Sie den Fettsenker allerdings schon Uber 3 Mowatiragen haben, sind entsprechende

Nebenwirkungen sehr unwahrscheinlich.

Datenschutz:

Die gesetzlichen Datenschutzbestimmungen werdegelkaiten. Sofern und soweit Sie
einwilligen, werden die im Rahmen der Untersuchwergobenen medizinischen Daten
getrennt von lhren personlichen Angaben (z.B. Nan®xburtsdatum, Geschlecht)
aufgezeichnet und mit einem verschlisselten Codsekien, der nur lhrem Arzt die
Zuordnung der medizinischen Daten zu Ihrer Persmdglicht.

Die Weitergabe der Daten erfolgt ausschliel3lichstatistischen Zwecken und Sie werden
ausnahmslos darin nicht namentlich genannt.

Die Ergebnisse der Untersuchung werden ohne BeZigjghkeit auf lhre Person

voraussichtlich in einer medizinischen Fachzeit$cheroffentlicht

Versicherung:
Eine Versicherung fur die Blutentnahmen bestehhtniBei im Rahmen der Blutabnahme
entstandenen  Komplikationen ist der entsprechenderzt A selbstverstandlich

haftpflichtversichert.

Fragerecht / Mitteilungspflicht:

FUr weitere Fragen im Zusammenhang mit dieser Wuatdiung stehen lhnen Ihr
behandelnder Arzt und seine Mitarbeiter gern zurf(y}ging. Auch Fragen, die Ihre Rechte
als Patient und Teilnehmer an dieser Untersuchuegetfen, werden Ihnen gerne
beantwortet.
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Bitte denken Sie auch daran, dass Sie den Anwessurdes Arztes wahrend der
Untersuchung folgen und ihn Uber jegliche Verandgem Ihres Gesundheitszustandes
unverzuglich unterrichten mussen. Gleiches gilt diifgetretene Schwangerschaften, nicht
untersuchungsbedingte arztliche Mal3hahmen und eMdaRnahmen, die Ihre Teilnahme an

der Untersuchung beeinflussen kénnen.

Freiwilligkeit der Teilnahme:

Sie sind berechtigt, jederzeit ohne Angabe von Getniber Ihre Teilnahme zu entscheiden
bzw. die Therapie zu beenden und aus der Untersgchuszuscheiden, ohne dass lhnen
dadurch irgendwelche Nachteile entstehen. Diesbasst in keiner Weise |hr Verhéltnis zu
Ihrem betreuenden Arzt oder Ihre Ubliche arztlisteesorgung. Bevor Sie die Untersuchung
abbrechen, sollten Sie dies mit lhrem behandelndiemt besprechen, damit er Sie Uber
maogliche medizinische Konsequenzen informieren kakmdererseits kann auch der Sie
betreuende Arzt die Behandlung abbrechen, fallsn@tder Arzneimittelsicherheit dafur

sprechen.
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7.2 Patienteneinwilligung

Untersuchungen von Wechselwirkungen der Medikamenté&irolimus bzw. Tacrolimus

und Fluvastatin nach Nierentransplantation

Hiermit erteile ich, ... , geboren am.....................l

die Zustimmung zur Teilnahme an der Blutspiegelsuiehung nach Nierentransplantation.

Ich bin Uber diese Untersuchung von meinem behaddal Arzt

Herrn / Frau ..., umfassend aelirt worden und habe
den Sinn, Zweck, mogliche Vorteile und Risiken digdntersuchung verstanden.

Die Patientenaufklarung habe ich erhalten, durasgel und alle offenen Fragen konnten zu

meiner Zufriedenheit beantwortet werden.

Datenschutzrechtliche Patienteneinwilligung (8 4A.1, Satz 2 und Abs.2, AMG):

Ich bin dartber informiert worden, dass bei diesavissenschaftlichen Untersuchung
personliche Daten und medizinische Befunde Uber mierhoben werden. Die Weitergabe,
Speicherung und Auswertung dieser untersuchungshgzmen Daten erfolgt nach den
gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor Teilnahnre deer Untersuchung die folgende

freiwillige Einwilligung voraus:

1.) Ich erklare mich damit einverstanden, dass inalitnen der Untersuchung erhobene
Daten / Krankheitsdaten auf Fragebdgen und elektisochen Datentragern aufgezeichnet

und ohne Namensnennung weitergegeben werden an

a) den Auftraggeber dieser Untersuchung (PD Dr. med.. Renders,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kjezur wissenschaftlichen

Auswertung

b) die zustandige Uberwachungsbehorde (Landesanmgrd8ezirksregierung) oder
Bundesoberbehdrde (Bundesamt fur Arzneimittel undeMzinprodukte, Bonn) zur

Uberprifung der ordnungsgemafen Durchfiihrung der térsuchung
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2.) AuBBerdem erklare ich mich damit einverstandedass ein autorisierter und zur
Verschwiegenheit verpflichteter Beauftragter desf&aggebers, der zustandigen deutschen
Uberwachungsbehérde oder der zustandigen Bundesbé®oin meine beim Prifarzt
vorhandenen personenbezogenen Daten Einsicht nimsaeit dies zur Uberprifung der
Untersuchung notwendig ist.

Fur diese MalRnahme entbinde ich den Prufarzt vorr deztlichen Schweigepflicht.

Einer wissenschaftlichen Auswertung der anonymidiem Daten und einer mdglichen

Veroffentlichung der Ergebnisse stimme ich zu.
Ich gebe hiermit meine freiwillige Zustimmung zwailfahme an dieser Untersuchung. Ich
bin berechtigt, jederzeit ohne Angabe von GrundenTdherapie zu beenden und aus der

Untersuchung auszuscheiden.

Eine Kopie dieser Einwilligungserklarung und deti®aenaufklarung habe ich erhalten.

Ort, Datum ArztiAszt-Unterschrift
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7.3 PCR-Ansatze

Mastermix-Herstellung zur Amplifizierung des Exon 4Fragments:
16,85 ul Wasser (steril)

2,5 ul 10x Puffer ohne Mge€l

2,5 ul dNTPs 2 mM

2,0 pul 25 mM MgCt

0,5 ul Primer OATP-C Exon 4 vorwarts

0,5 ul Primer OATP-C Exon 4 rickwarts

0,15 ul  Polymerase (Invitrogen)

25 ul Gesamtvolumen

Mastermix-Herstellung zur Amplifizierung des Exon 5Fragments:
16,85 ul Wasser (steril)

2,5 ul 10x Puffer ohne Mgel

2,5 ul dNTPs 2 mM

2,0 ul 25 mM MgCt

0,5 ul Primer OATP-C Exon 5 vorwarts

0,5 ul Primer OATP-C Exon 5 rickwarts

0,15 pl Polymerase (Invitrogen)

25 ul Gesamtvolumen
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Mastermix-Herstellung zur Amplifizierung des Promoter-Fragments:
16,85 ul Wasser (steril)

2,5 ul 10x Puffer ohne Mge€l

2,5 ul dNTPs 2 mM

2,0 ul 25 mM MgCt

0,5 ul Primer OATP-C Promoter vorwarts

0,5 ul Primer OATP-C Promoter rickwaérts

0,15 pl Polymerase (Invitrogen)

25 ul Gesamtvolumen

Mastermix-Herstellung zur Amplifizierung des CYP 2C9 *2-Fragments:
16,85 ul Wasser (steril)

2,5 ul 10x Puffer ohne Mg€l

2,5 ul dNTPs 2 mM

2,0 pul 25 mM MgCh

0,5 pul Primer CYP 2C9 *2 vorwarts

0,5 ul Primer CYP 2C9 *2 ruckwarts

0,15 ul  Polymerase (Invitrogen)

25 ul Gesamtvolumen

Mastermix-Herstellung zur Amplifizierung des CYP 2C9 *3 -Fragments:
16,85 ul Wasser (steril)

2,5 ul 10x Puffer ohne Mgel

2,5 ul dNTPs 2 mM

2,0 ul 25 mM MgCt

0,5 ul Primer CYP 2C9 *3 vorwarts

0,5 ul Primer CYP 2C9 *3 ruckwarts

0,15 pl Polymerase (Invitrogen)

25 ul Gesamtvolumen
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7.4 Thermocycler

Temperaturprogramm fur den Thermocycler:

Start-Denaturierung 2 Minuten bei 94 °C

35 Zyklen bestehend aus:

* Denaturierung 30 Sekunden bei 94 °C
* Annealing 30 Sekunden bei 58 °C
* Elongation 30 Sekunden bei 72 °C
* Termination 7 Minuten bei 72 °C

Reaktionsende: Probeentnahme bei 4 °C

7.5 Restriktionsansatze

Restriktionsansatz zur Mutationsanalyse an PositioA-388G auf Exon 4:

9,5 ul steriles, destilliertes Wasser
2,5 ul Restriktionsenzym-spezifischer Puffer
0,5 ul Clal (Restriktionsenzym)

12,5ul  Gesamtvolumen

Restriktionsansatz zur Mutationsanalyse an Positio-521C auf Exon 5:

9,5 ul steriles, destilliertes Wasser
2,5 ul Restriktionsenzym-spezifischer Puffer

0,5 ul Bsa Al (Restriktionsenzym)

12,5 ul  Gesamtvolumen
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Restriktionsansatz zur Mutationsanalyse an Positiors-11187A auf dem Promoter:
e 95ul steriles, destilliertes Wasser
e 25ul Restriktionsenzym-spezifischer Puffer

e 0,55l Accl (Restriktionsenzym)

e 125ul Gesamtvolumen

Restriktionsansatz zur Mutationsanalyse an Positiot©-430T im CYP 2C9-Gen:

e 95ul steriles, destilliertes Wasser
e 25l Restriktionsenzym-spezifischer Puffer
e 0,55l Avall (Restriktionsenzym)

e 125ul Gesamtvolumen

Restriktionsansatz zur Mutationsanalyse an Positio\-1075C auf dem CYP 2C9-Gen:

e 95ul steriles, destilliertes Wasser
e 25l Restriktionsenzym-spezifischer Puffer
e 0,5l Nsil (Restriktionsenzym)

e 125ul Gesamtvolumen
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