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Vorbemerkung

Fur die Therapie von padiatrischen Patienten liegen nur wenig wissenschaftlich fundierte In-
formationen vor. Nur etwa 50 % der in der Padiatrie verwendeten Arzneistoffe in Europa sind
flr diese Population zugelassenl;! Dosierungsempfehlungen fiir Kinder existieren nur fur die
wenigsten Arzneistoffe, und in der Folge kommt es zu einer erhdhten Rate von unerwinsch-
ten Arzneimittelwirkungen oder ineffektiver Therapie aufgrund fehlerhafter Dosierungen. Zur
Verbesserung dieser Situation sind dringend Kklinische Studien bei pédiatrischen Patienten
notwendig. Daher wurde im ersten Teil dieser Arbeit (Abschnitt 1) der Zusammenhang zwi-
schen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei der Therapie von Kindern mit
tachykarden Herzrhythmusstérungen untersucht. Mit den gewonnenen Daten sollte ein Dosie-

rungsschema fiir diese Patientengruppe erstellt werden.

Um den Zusammenhang zwischen Dosis, Konzentration und Effekt eines Arzneistoffs beur-
teilen zu kénnen sind mehrere Blutentnahmen notwendig. Die meisten analytischen Methoden
zur Bestimmung von Plasmakonzentrationen erfordern etwa 2-4 ml Vollblut. Fir Kinder, ins-
besondere fir Neugeborene und Sauglinge kénnen mehrere solche Blutentnahmen bereits zu
Andmien flhren. Diese Gefahr ist besonders grof3, wenn vor der pharmakokinetischen Unter-
suchung bereits routinediagnostische Blutentnahmen notwendig waren. Um Blutentnahmen
fir pharmakokinetische Zwecke zukiinftig reduzieren zu kdnnen, wurde im zweiten Teil die-
ser Arbeit (Abschnitt 2) in vitro eine Mikrodialysemethode zur Bestimmung von Arzneistoff-

konzentrationen in Vollblut entwickelt.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit (Abschnitt 3) wurden die in vitro Mikrodialysemetho-
de bei gesunden mannlichen Probanden eingesetzt. Dabei sollte die intravenése Anwendbar-
keit der Methode in vivo Uberpriift werden. Die gewonnenen Ergebnisse sollten direkt mit der
bisher verwendeten konventionellen Methode zur Bestimmung von Plasmakonzentrationen
verglichen werden. Zusatzlich sollte die Verwendbarkeit der intravendsen Mikrodialyse fir

pharmakodynamische Untersuchungen getestet werden.

Alle drei Abschnitte der vorliegenden Arbeit sind separat noch einmal in die Teilabschnitte
Einleitung, Methoden, Material, Ergebnisse und Diskussion gegliedert.

! Vgl. Conroy et al. (2000)



1 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei padiatri-
schen Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstérungen

1.1  Einleitung: Sotaloltherapie tachykarder Herzrhythmusstérungen

1.1.1 Einteilung und Therapie tachykarder Herzrhythmusstérungen bei padiatrischen
Patienten

Supraventrikuldre Tachykardien (SVT) sind bei den tachykarden Herzrhythmusstérungen im
Kindesalter die haufigste Form der Tachykardiel;.I Sie entstehen oberhalb der Bifurkation des
His’schen Bindels und kénnen Herzfrequenzen von bis zu 300 Schlédgen pro Minute errei-
chen. Circa 200 Kinder pro eine Million Einwohner sind pro Jahr betroffenE.| 70-80 % der
supraventrikularen Tachykardien werden Uber eine vorzeitige Erregung des Vorhofs durch
zusatzliche Leitungsbiindel zwischen Vorhof und Ventrikel ausgelt')stl:.| In diese Gruppe gehort
das Wolff-Parkinson-White-Syndrom (WPW-Syndrom). Weitere 15 % der supraventrikuléaren
Tachykardien, die automatischen und junktionalen ektopen Tachykardien (JET), entstehen in
der Néhe des Atrioventrikularknotens (AV-Knoten) durch eine volumenbedingte VVorhofdeh-
nung oder auf dem Boden von operationsbedingtem Narbengewebe bei kongenitalen Herzfeh-
lern. Nur 5 % der supraventrikuléren Tachykardien entstehen direkt am AV-Knoten und wer-
den als AV-Knoten-Reentry-Tachykardien (AV-RT) bezeichnetu. Nicht zu den supraventriku-

laren Tachykardien zéhlen Vorhofflattern (AF) bzw. Vorhofflimmern (AFL).

Die supraventrikuldren Tachykardien werden klinisch in anhaltende und nicht anhaltende Ta-
chykardien unterteilt. Bei mehr als 60 % der padiatrischen Patienten mit nicht anhaltenden
Tachykardien kénnen Frequenzen von bis zu 300 Schlagen pro Minute erreicht Werdenl“:.I Dau-
ern diese Tachykardien langer als 48 Stunden, treten bei der Halfte der Kinder Zeichen einer
akuten Herzinsuffizienz auf. Anhaltende supraventrikulére Tachykardien mit Frequenzen zwi-
schen 150 und 200 Schlégen pro Minute fiihren nicht zu einer akuten Herzinsuffizienz. Sie
konnen aber Uber eine schleichend verlaufende Dilatation des linken Ventrikels eine Ein-
schréankung der linksventrikul&ren systolischen und diastolischen Funktion, eine so genannte
A

tachykardieinduzierte Kardiomyopathie, bewirken® Daher stellen tachykarde Herzrhythmus-

stérungen fiir Neugeborene, Sauglinge und Kinder unbehandelt eine lebensbedrohliche Situa-

Vgl. Paul et al. (2000)

Vgl. Ludomirsky und Garson (1990); Villain et al. (1990)
Vgl. Moak (2000)

Vgl. Vetter (1993)

Vgl. Paul et al. (2000)

Vgl. Yonesaka et al. (1996)
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1. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei padiatrischen Patienten mit tachykarden
Herzrhythmusstérungen

tion darE,I welche einer sofortigen Therapie bedarf. Da die Erstmanifestation der Erkrankung
haufig zwischen Geburt und zweitem Lebensmonat auftritt, sind insbesondere Sauglinge und

[l

Neugeborene von supraventrikuldren Tachykardien betroffen®.

Als Therapieoptionen stehen bei Neugeborenen und Sauglingen die elektrische Kardioversion
in den Sinusrhythmus mittels Defibrillator oder die medikamentdse mit intravends applizier-
tem Adenosin zur Verfigung. Um nach erfolgter Kardioversion einen dauerhaften Sinus-
rhythmus zu erzielen, erhalten die Patienten anschlieBend bis zum Erreichen ihres ersten Le-
bensjahres eine medikamenttse Prophylaxe"::| Eine weitere Behandlungsmoglichkeit stellt die
elektrische Ablation des anatomischen Substrates dar. Hier wird mit Hilfe von hochfrequen-
tem elektrischem Strom pathologisches Leitungsgewebe vertdet. Diese Methode wird aller-
dings bei Patienten unter 15 kg Korpergewicht (entspricht einem Alter von 3-4 Jahren) nur
selten angewendet, da bei diesen die Komplikationsrate sehr hoch isth—-.| Die medikamentdse
antiarrhythmische Therapie ist also nach erfolgter Kardioversion gerade bei kleinen Kindern
die einzige BehandIungsm('jglichkeill‘z.I Da sie empirisch auf der Basis von Erwachsenendaten

erfolgt, ist die Rate an unerwinschten Arzneimittelwirkungen mit 22 % entsprechend hochl‘ztI

Fur die medikamentdse Therapie von supraventrikuldren Tachykardien nach erfolgreicher
Kardioversion gibt es verschiedene OptionenE.| Klasse I-Antiarrhythmika wie Propafenon
oder Flecainid sind bei Uber 85 % der pédiatrischen Patienten effektivE:I Aufgrund eines er-
hohten proarrhythmischen Risikos bei Neugeborenen und Sduglingen ist ihr Einsatz jedoch
stark eingeschr;a‘mktl":‘.| Propafenon wird auRerdem (ber das Zytochrom P450 2D6 verstoff-
wechselt, so dass hier aufgrund eines genetischen Polymorphismus dieses Enzyms in der kau-
kasischen Bevélkerung mit einer hohen Variabilitdt der Pharmakokinetik gerechnet werden
mussE.| Flecainid wird renal und hepatisch eliminiert, wobei neben Zytochrom P450 2D6 auch
das Zytochrom P450 3A4 eine Rolle spielt. Da Uber Letzteres sehr viele andere Arzneistoffe

abgebaut werden, gibt es hier eine Vielzahl von Interaktionsmoglichkeiten. Andere Anti-

8 Vgl. Paul et al. (2000)

o Vgl. Garson et al. (1981); Perry und Garson (1990)
10 Vgl. Sherwood et al. (1998)

1 Vgl. Kugler et al. (1994); Moak (2000)

12 Vgl. Paul et al. (2000)

13 Vgl. Luedtke et al. (1997a); Luedtke et al. (1997b)
14 Vgl. Mason (1993)

1 Vgl. Perry et al. (1989); Paul und Janousek (1994)
16 Vgl. Fish et al. (1991)

o Vgl. Bertilsson (1995)



1. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei padiatrischen Patienten mit tachykarden
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arrhythmika wie Verapamil und Digoxin sind kontraindiziert bei Uberleitungsstérungen wie
dem WPW-Syndrom und scheiden daher bei einem GroRteil der supraventrikuldren Tachy-
kardien aus. Beta-Rezeptorenblocker ohne repolarisationsverlangernde Eigenschaften wie
Propranolol oder Atenolol zeigen keine ausreichende antiarrhythmische Aktivitat bei ektopen
Tachykardien, Vorhofflattern und ventrikuldren Tachykardien":'.I Das Klasse IlI-
Antiarrhythmikum Amiodaron ist das effektivste Medikament zur Unterdriickung von tachy-
karden Herzrhythmusst('jrungen'-lz,I aber durch seine lange Halbwertszeit (sechs bis acht Wo-
chen) ist die Therapie schwer steuerbar. Weiterhin sprechen extrakardiale unerwiinschte Arz-
neimittelwirkungen wie beispielsweise eine Lungenfibrose gegen eine Langzeittherapie mit
Amiodaron im Kindesalter. Sotalol als Klasse IllI-Antiarrhythmikum mit beta-
rezeptorblockierender Wirkung ist fiir eine Vielzahl von tachykarden Rhythmusstérungen
indiziert, insbesondere bei ektopen atrialen Tachykardien. Vorteilhaft fir die Therapie von
Kindern mit Herzrhythmusstorungen ist, dass bereits pharmakokinetische Daten fiir diese Pa-
tientengruppe vorliegen, welche altersabhéngige Veranderungen insbesondere der Sotalol-
clearance zeigen'l?:I Zudem wird die Substanz nicht verstoffwechselt, ist nicht an Plasmapro-
teine gebunden und wird ausschliellich Gber die Nieren ausgeschiedenm. Daher sind die Mog-
lichkeiten fur Verénderungen der Pharmakokinetik durch eine Interaktion mit einem anderen

Pharmakon gering, und Polymorphismen verstoffwechselnder Enzyme spielen keine Rolle.

1.1.2 Das Klasse Il/111-Antiarrhythmikum Sotalol

Sotalol [(R,S)-4’-(1-Hydroxy-2-isopropylaminoethyl)-methansulfonanilid] hat ein 3-Phenyl-
R-hydroxyethylamingrundgerist mit einer Sulfonamidstruktur sowie einem asymmetrischen
Kohlenstoffatom. Die Substanz ist ein hydrophiler, unselektiver Beta-Rezeptorenblocker ohne
intrinsische Aktivitdt und ohne membranstabilisierende EigenschaftenE.| Zusétzlich zur beta-
rezeptorblockierenden Aktivitat (Klasse Il-antiarrhythmischer Effekt) blockiert Sotalol auf
zellul&rer Ebene den verzogerten Kaliumgleichrichterstrom IKrE“,| was sich in einer Verlange-
rung der kardialen Repolarisation niederschlagt und im Elektrokardiogramm (EKG) als Ver-
langerung der Wegstrecke zwischen dem Q-Punkt des QRS-Komplexes und dem Ende der T-

Welle (QT-Intervall) erkennen lasst (Klasse Ill-antiarrhythmischer Effekt).

18 Vgl. Pfammatter und Stocker (1998)

19 Vgl. Guccione et al. (1990); Paul und Guccione (1994)
20 Vgl. Léer et al. (2001a)

2 Vgl. Singh et al. (1987)

2 Vgl. Singh et al. (1987)

2 Vgl. Roden (1993)
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Die Pharmakokinetik von Sotalol bei Neugeborenen gleicht der bei Erwachsenen, es treten
jedoch Veranderungen im Verlauf der Kindheit auflzt| Nach oraler Gabe werden maximale
Plasmaspiegel nach etwa drei Stunden erreicht. Die mittlere Eliminationshalbwertszeit betrégt
bei Neugeborenen und Erwachsenen mit normaler Nierenfunktion etwa acht Stunden. Bei
Kleinkindern und Kindern ist die Arzneistoffclearance erhoht, dadurch sinkt die Halbwerts-
zeit auf etwa funf bis sechs Stunden;I Die Bioverfligbarkeit liegt bei Erwachsenen nahezu bei
100 %, fur Kinder liegen hier keine Daten vorg.| Sotalol wird in der Therapie als Razemat
(D,L-Sotalol) eingesetzt. Die Substanz wird nicht an Plasmaproteine gebundenlz.I Pharmako-
Kinetisch treten keine Unterschiede zwischen den Enantiomeren auf, beide werden identisch
uber die Nieren eIiminiertQ. Die pharmakodynamischen Eigenschaften der zwei Enantiomere
sind jedoch unterschiedlichlzz.I Die beta-rezeptorblockierende Aktivitit von L-Sotalol ist etwa
50-mal groRer als die von D-Sotalol, wohingegen die Kaliumkanalblockade von beiden Enan-
tiomeren gleichstark ausgelbt wird. Dabei tritt der maximale beta-rezeptorblockierende Ef-
fekt bei niedrigeren Konzentrationen auf als der maximale Klasse Ill-antiarrhythmische Ef-
fektm. Da Sotalol unveréndert renal eliminiert WirdJ‘—-,| kdnnen diese pharmakodynamischen
Unterschiede zwischen den Enantiomeren jedoch nicht fiir etwaige altersabhéngige Unter-
schiede in der Pharmakodynamik bei verschiedenen Populationen, z. B. durch enantioselektiv
unterschiedliche Verstoffwechselung in verschiedenen Altersgruppen, verantwortlich gemacht

werden.

Die Blockade der myokardialen Kaliumkanéle durch Sotalol fuhrt zu einer Verlangsamung
des Kaliumausstroms aus den Herzmuskelzellen und damit zu einer Verlangsamung der Re-
polarisation. Im EKG zeigt sich dies als QT-Intervallverlangerung und ist mit einem dosisab-
héngig erhéhten proarrhythmischen Risiko assoziiertE.I Beispielsweise kdnnen so genannte
Torsades-de-Pointes-Tachykardien (,,Spitzenumkehrtachykardien®) auftreten. Sie sind nach
ihrem spindelférmigen Erscheinungsbild im EKG benannt und kénnen in ein Kammerflim-

mern munden. Die QT-Intervallverldngerung stellt demnach eine wichtige MessgroRe zur

24 Vgl. Léer et al. (2001a)

2 Vgl. Léer et al. (2001a)

2 Vgl. Sundquist et al. (1979)

2 Vgl. Anttila et al. (1976)

28 Vgl. Hanyok (1993); Poirier et al. (1990)
29 Vgl. Hanyok (1993); Singh (1993)

%0 Vgl. Wang et al. (1986)

3 Vgl. Anttila et al. (1976)

32 Vgl. Soyka et al. (1990)



1. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei padiatrischen Patienten mit tachykarden
Herzrhythmusstérungen

Beurteilung der Arzneimittelsicherheit darE‘.I Daher wurde die QT-Intervallverlangerung bei

den padiatrischen Patienten genau untersucht.

1.1.3 Madgliche Veranderung der Pharmakodynamik im Kindesalter

Pharmakodynamik beschreibt die Wirkung eines Arzneistoffs in seiner Qualitat und Quanti-
tat. Die Pharmakodynamik eines Arzneistoffs kann sich im Kindesalter entwicklungsbedingt
veréndern, wie dies z.B. fiir den Beta-Rezeptorenblocker Carvedilol bei der Therapie von pa-
diatrischen Patienten mit Herzinsuffizienz gezeigt WurdeE.| Diese Untersuchungen zeigten bei
jungeren Patienten (0-3 Jahre) im Vergleich zu alteren (5-19 Jahre) eine schnellere maximale
Senkung der Herzfrequenz sowie eine hohere BlutdrucksenkungE‘.| Bisher nicht untersucht
wurden mogliche entwicklungsbedingte Verénderungen der Erregungsbildung im menschli-
chen Herz. Falls solche Veranderungen bestehen, konnten die Erregungsbildung beeinflus-
sende Arzneistoffe altersabhéngig verschiedene Effekte zeigen. Die Erregung der Herzaktion
wird durch verschiedene lonenstrome gebildet, welche Uber lonenkanéle reguliert werden.
Klasse IllI-Antiarrhythmika haben den intrakardialen Kaliumionenkanal human ether-a-go-go
related gene (HERG) als Zielstruktur, welcher fur den verzdgerten Gleichrichterstrom Iy, im
Aktionspotential verantwortlich ist. Fir eine altersabhéngige Entwicklung dieser Kaliumkana-
le liegen unterschiedliche tierexperimentelle Befunde vor. So haben Wang et al. 1996 und
2000 an Kardiomyozyten von Mdusen eine héhere Empfindlichkeit bei fetalen Zellen gegen-
uber dem selektiven Ix-Blocker Dofetilid als bei adulten Kardiomyozyten gefunden. Bei
Hunden fand Moak 1991 ebenfalls eine hohere Empfindlichkeit bei neonatalen Tieren im
Vergleich zu adulten bei Versuchen mit D-Sotalol, wohingegen Yabeck et al. 1988 entgegen-
gesetzte Ergebnisse an Herzisolaten von Hunden mit D-Sotalol gefunden haben. Altersabhan-
gige Untersuchungen bei Menschen liegen dazu bislang jedoch nicht vor. Deshalb war es
wichtig, im Rahmen der durchgefiihrten klinischen Studie mdgliche altersabhangige Unter-

schiede in der Empfindlichkeit der Kaliumkanalblockade genauer zu untersuchen.

1.1.4 Pharmakokinetisch-pharmakodynamisches Modelling
Pharmakokinetisch-pharmakodynamisches (PK-PD) Modelling bedeutet die Verknipfung
zwischen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik in einem mathematischen Modell. Da-

durch wird eine prospektive Aussage Uber den Effekt eines Arzneimittels nach Gabe einer

38 Vgl. Redfern et al. (2002)
3 Vgl. Léer et al. (2002)
3 Vgl. Léer et al. (2002)
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bestimmten Dosis ermdglicht. Das Ziel dabei ist es, Aussagen Uber die Zusammenhange von
Dosis, Konzentration und Wirkung zu erhalten. Seit 1960 wurden mathematische Modelle
entwickelt, um pharmakokinetische Daten, die die Beziehung zwischen Blutkonzentration
und Zeit nach Einnahme einer bestimmten Wirkstoffdosis beschreiben, und pharmakodyna-
mische Daten, die die Beziehungen zwischen Blutkonzentration und Effekt eines applizierten
Wirkstoffs darstellen, miteinander zu verbinden. Anhand dieser Beziehungen wurden Vorher-
sagen flr die zu erwartenden Effekte Uber die Zeit nach Einnahme einer bestimmten Dosis
des Arzneistoffs mt')glichl’::|

Fur diesen Zweck wurden verschiedene Modelle bestehend aus pharmakokinetischer und
pharmakodynamischer Seite und der Verkniipfung der beiden entwickelt. Als pharmakokine-
tischer Teil wird entsprechend dem Konzentrations-Zeitverlauf ein Ein- oder Mehrkomparti-
mentmodell gewahlt. Die Wahl des pharmakodynamischen Modells richtet sich nach dem

Konzentrations-Wirkungsverlauf. Haufig verwendet werden E.x-Modelle, bei denen der

Konzentrations-Wirkungsverlauf eine sigmoide Kurve beschreibt und ab einer bestimmten
Konzentration keine weitere Erhohung des Effektes mehr zu erreichen ist. Das im vorliegen-
den Fall angewendete lineare Modell 18sst sich als Sonderfall des Emax-Modells verstehen.
Hier wird nur der anféngliche linear ansteigende Bereich der Konzentrations-
Wirkungsbeziehung sichtbar, da nicht ausreichend hohe Konzentrationen erreicht werden, um
in den starker ansteigenden Bereich zu gelangen. Das pharmakodynamische Modell kann
dann direkt oder indirekt mit dem pharmakokinetischen Modell verknipft werden. Auch die
Art der Verknlpfung von Pharmakokinetik und -dynamik wird entsprechend dem Verlauf der

Konzentrations-Wirkungsbeziehungen gewéhltg.

Seit dem Bekanntwerden des negativen Einflusses von Antiarrhythmika auf die Prognose von

L]

Patienten mit Herzrhythmusstoérungen®-ist der Einsatz von Antiarrhythmika bei Erwachsenen
stark zuriickgenommen worden. Sie werden praktisch nur noch bei Patienten mit starken sub-
jektiven Beschwerden oder erhéhtem Risiko fir lebensbedrohliche Tachykardien verwendet,
bei denen eine nichtmedikamentdse Therapie nicht in Frage kommt. Insbesondere bei Neuge-

borenen und Sduglingen ist die Therapie mit Antiarrhythmika oft die einzige Alternative. So-

% Vgl. Holford und Sheiner (1981)
37 Vgl. Meibohm und Derendorf (1997)
38 Vgl. Echt et al. (1991)
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wohl die Pharmakokinetik als auch die Pharmakodynamik von Arzneistoffen kénnen sich bei
Kindern deutlich von denen bei Erwachsenen unterscheiden. Daher war es wichtig, moglichst
schnell detaillierte Informationen uber die Effektivitat und Sicherheit von Sotalol als h&ufig
eingesetztem Antiarrhythmikum in der Padiatrie zu erlangen. Hier erschien das PK-PD-
Modelling als besonders geeignet, denn durch diese Verkniipfung wird der sinnvolle Einsatz

N

von Arzneistoffen und die Entwicklung wirksamer Therapieschemata erleichtert®;

1.1.5 Ziele der Studie

Im Klinischen Teil der Arbeit wurde eine prospektive Studie zur Therapie von tachykarden
Herzrhythmusstorungen bei padiatrischen Patienten verschiedener Altersstufen mit dem Beta-
Rezeptorenblocker und Klasse IlI-Antiarrhythmikum Sotalol durchgefihrt. Sotalol wurde
gewahlt, da der Arzneistoff eine hohe Effektivitat bei tachykarden Rhythmusstérungen zeigt
und die Therapie mit Sotalol aufgrund seiner Halbwertszeit von finf bis acht Stunden im Kin-
desalter gut steuerbar ist. Weiterhin wird die Substanz nicht an Plasmaproteine gebunden,
nicht metabolisiert und ausschlie3lich renal eliminiert. Dadurch ergeben sich wenige Interak-
tionsmdglichkeiten mit anderen Arzneimitteln, was eine Arzneitherapie prinzipiell verein-
facht. Ziel dieses ersten Teils der Arbeit war es, die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik
von Sotalol in verschiedenen padiatrischen Altersstufen zu bestimmen und einen therapeuti-
schen Bereich fur Kinder zu evaluieren. Dies erfolgte, um eine schnelle, effektive und sichere
Arzneimitteltherapie auf der Basis der erhaltenen Daten durchfiihren zu kénnen. Dies wirde
zu einer deutlichen Verkirzung der Hospitalisierung und zu weniger unerwinschten Arznei-

mitteleffekten fihren. Fur die Arbeit ergaben sich daher folgende Fragestellungen:

* Wie verhélt sich das QT-Intervall wahrend der Sotalol-Therapie in Abhéngigkeit von der

Sotalolkonzentration und vom Lebensalter?

» Lasst sich ein therapeutisch wirksamer Plasmakonzentrationsbereich fiir die Therapie von

tachykarden Herzrhythmusstérungen bei Kindern bestimmen?

* Wie stellt sich ein Dosierungsschema fur die Therapie von tachykarden Herzrhythmussto-
rungen bei padiatrischen Patienten auf Grundlage der Pharmakokinetik und Pharmakody-

namik dar?

% Vgl. Meibohm und Derendorf (1997)
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1.2 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei péadiatri-
schen Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstérungen: Methoden

1.2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive Untersuchung der Pharma-
kokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei péadiatrischen Patienten mit tachykarden
Herzrhythmusstérungen unter FlieRgleichgewichtsbedingungen, d. h. nach mindestens zwei-
tagiger Therapie bei unveranderter Dosierung. Diese Dauer ergibt sich aus den Erfahrungen

ko]

pharmakokinetischer Untersuchungen bei Kindern*und entspricht in etwa funf Plasmahalb-
wertszeiten (ca. 5-8 Std.) des Arzneistoffes. Bei einer Dauertherapie mit gleich bleibender
Dosierung von Sotalol zeigt sich nach einer Aufsattigungsphase von zwei Tagen ein Gleich-
gewicht der aufgenommenen Menge des Arzneistoffes mit der eliminierten Menge im Plasma
des Patienten. Das Studienprotokoll entspricht der Deklaration von Helsinki und wurde von
der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg (Nr. 1448) und der Ethikkommision der
Georg-August-Universitat Gottingen (Nr. 10/9/99) genehmigt. Die Durchfuhrung der Studie
erfolgte gemaR der ICH- und GCP-Richtlinien. Die Erziehungsberechtigten der padiatrischen
Patienten und, soweit moglich, auch die Patienten selbst wurden vor Beginn der Prifung aus-
fuhrlich sowohl schriftlich als auch mundlich Gber Wesen, Ziel und Risiko der Prifung in-

formiert und gaben schriftlich ihr Einverstandnis.

1.2.2 Einschlusskriterien

- Pé&diatrische Patienten beiderlei Geschlechts ab einem Alter von einer Woche mit junktio-
naler oder atrialer ektoper Tachykardie, AV-Knoten-Reentrytachykardie, Wolff-
Parkinson-White-Snydrom (WPW-Syndrom) oder verborgener akzessorischer Leitungs-
bahn, die einer Sotaloltherapie aufgrund tachykarder Herzrhythmusstérungen bedurfen.

- Unterschriebene Einverstandniserklarung.

1.2.3 Ausschlusskriterien
- Therapie mit anderen Antiarrhythmika oder Arzneistoffen, die die QT-Zeit beeinflussen

(Amiodaron, Chinidin, Disopyramid, Procainamid).

- Therapie mit Arzneimitteln, die die AV-Uberleitung beeinflussen (Diltiazem, Verapamil,

andere Beta-Rezeptorenblocker als Sotalol).

40 Vgl. Léer et al. (2001a)
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EKG-Veranderungen mit QTc-Intervallen Gber 470 msIZ'.I

AV-Block II. und Il1. Grades oder SA-Block.

Sinusknotensyndrom.

Hohergradige Herzinsuffizienz oder nicht kompensierte Herzinsuffizienz.

Altersentsprechend klinisch gesicherte Bradykardie oder Hypotonie unterhalb der dritten

Perzentile.

Obstruktive und restriktive Lungenerkrankungen, sonstige extrakardiale lebensbedroh-

liche Erkrankungen.
Hypokalidamie und Hypomagnesamie.
Akute Infektionserkrankungen.

Bekannte allergische Reaktionen auf den verwendeten Wirkstoff, andere Sulfonamide

oder sonstige Bestandteile.

1.2.4 Kiriterien fur den Abbruch der Studie bei einzelnen Patienten

Blutdruckabfall systolisch unter die altersentsprechende dritte Perzentile, Unwohlsein,

Benommenheit, Somnolenz des Patienten.

Nichtansprechen der Herzrhythmusstérung auf Sotalol oder Verschlechterung des klini-
schen Zustandes im Laufe der Therapie (z.B. Auftreten von Torsades-de-Pointes-

Tachykardien)

Andere, bei Beginn der Priifung nicht vorhersehbare Erkrankungen des Patienten.
Nichteinhalten der Prufungsbedingungen durch den Patienten.

Intoleranz des vendsen Zugangs.

1.2.5 Untersuchungs- und Behandlungsschemata

Vor Beginn der antiarrhythmischen Therapie mit Sotalol wurde die Rhythmusstérung durch

ein 12-Kanal-EKG und ein Langzeit-EKG dokumentiert und die Diagnose durch einen Kin-

derkardiologen gestellt. Eine Blutprobe zur Bestimmung der klinisch-chemischen Parameter

4

Vgl. Schwartz et al. (1993)
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Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin, Elektrolyte, Blutbild, alkalische Phosphatase, y-GT, GOT und
GPT zum Ausschluss von Leber- und Nierenerkrankungen sowie zur Routinediagnostik von
Patienten mit Herzerkrankungen wurde entnommen. Wahrend des stationdren Aufenthalts
erfolgte eine Kontrolle der Wirksamkeit und unerwiinschter Arzneimittelwirkungen mit Hilfe
von 12-Kanal-EKG- und Langzeit-EKG-Aufzeichnungen. Aus den EKG-Aufzeichnungen
wurden folgende Parameter bestimmt: Im 12-Kanal-EKG wurden die Dauer des PR-
Intervalls, die Dauer des QRS-Komplexes und die QT-Zeit bestimmt. Als proarrhythmischer
Effekt wurde eine Rhythmusstérung definiert, die neu auftritt (z. B. Torsades-de-Pointes-

Tachykardien) oder die sich im Verlauf der Therapie verschlechtert.

Aus vorangegangenen Untersuchungen (Lder et al. 2001a) war bereits bekannt, dass die
Pharmakokinetik von Sotalol im Laufe der kindlichen Endwicklung Veranderungen erféhrt.
Aufbauend auf dem dort verwendeten Studiendesign wurden drei Behandlungsschemata ver-
wendet. Im ersten Schema wurden die Patienten initial mit 2 mg/kg Korpergewicht (KG) the-
rapiert und in 2 mg/kg KG-Schritten gesteigert, bis die Therapie effektiv war (Abb. 1). In die-
ser Gruppe wurde die Pharmakokinetik von Sotalol untersucht. In der zweiten Gruppe wurde
zusatzlich Gber die Messung des QT-Intervalls wéhrend der pharmakokinetischen Untersu-
chung auch eine pharmakodynamische Untersuchung durchgefiihrt, um Informationen Gber
den Arzneimitteleffekt von Sotalol zu bekommen (= Patienten flr die Evaluation der Arznei-
mittelsicherheit von Sotalol). In einer dritten Gruppe wurde mit einer Startdosis von 1 mg/kg
KG und einer Steigerung in 1 mg/kg KG-Schritten ein engeres Aufdosierungsschema ge-
wahlt, um so moglichst genau die minimale effektive Dosis und Uber die Pharmakokinetik
auch die minimal effektive Plasmakonzentration zu erhalten (= Patienten fiir die Evaluation

therapeutisch wirksamer Konzentrationen).

Jede Dosisstufe wurde uber zwei Tage aufrechterhalten, um ein FlieRgleichgewicht zu errei-
chen. Wenn mdglich wurde die Tagesdosis auf drei gleiche Einzeldosen verteilt und im Inter-
vall von acht Stunden gegeben. Erst unter einer erfolgreichen Therapie von mindestens drei
Tagen wurde eine pharmakokinetische Untersuchung tber einen Zeitraum von zwolf Stunden
durchgefuhrt (Abschnitt 1.2.7). Alle Patienten wurden mindestens drei Tage vor der pharma-
kokinetischen Untersuchung stationdr aufgenommen, um eine regelmélRige Medikamenten-

einnahme sicherzustellen.

11
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Am Untersuchungstag wurde die morgendliche Sotaloldosis als eine einzelne Kapsel in der
patientenspezifischen Starke mit einer altersentsprechenden Menge von Wasser oder Tee ver-
abreicht. Die Gabe erfolgte im Abstand von mindestens 30 Minuten vor einem in Menge und
Zusammenstellung altersentsprechenden Fruhstiick. Dieses bestand aus Milch oder Tee, zwei
Scheiben Brot oder zwei Brotchen. Die komplette Aufnahme der Studienmedikation wurde
durch Inspektion der Mundhohle nach Arzneimittelgabe sichergestellt. Die nachfolgende So-
taloldosis am Mittag wurde am Untersuchungstag ausgelassen, um die Eliminationsphase des
Arzneistoffes erfassen zu konnen. Die individuelle (auf das Kdérpergewicht der Patienten be-

zogene) Sotalol-Dosis wurde in Kapselform aus Sotalex~-Tabletten durch Verreiben mit

Kapselfillstoff nach dem Deutschen Arzneibuch (DAB) in der Apotheke des Universitétskli-
nikums Hamburg-Eppendorf hergestellt.

Bei den Patienten flr die Evaluation der Arzneimittelsicherheit von Sotalol wurden wahrend
des Plasmakonzentrations-Zeitprofils 30-40 12-Kanal-EKG-Aufzeichnungen im Abstand von
15-30 Minuten gemacht. Aus Ableitung Il der erhaltenen EKG-Aufzeichnungen wurde das
QT-Intervall bestimmt (Abschnitt 1.2.10). Das QT-Intervall wurde fiir die Herzfrequenz kor-
rigiert und mit der Konzentration von Sotalol zum jeweiligen Zeitpunkt verknipft (pharma-
kodynamische Analyse), um den Zusammenhang zwischen Arzneistoffkonzentration und
Arzneistoffeffekt besser zu verstehen. Aufgrund des proarrhythmischen Effektes einer QT-

Intervallverlangerung kann so die Arzneimittelsicherheit der Therapie untersucht werden.

Bei den Patienten fir die Evaluation therapeutisch wirksamer Konzentrationen wurde die Ef-
fektivitat der Therapie wurde durch tégliche 12-Kanal-EKG-Aufzeichnungen sowie mit einem
Langzeit-EKG vor jeder Dosiserhthung genauestens dokumentiert. Wie bei den Patienten zur
Evaluation der Arzneimittelsicherheit wurde nach dem Erreichen der effektiven Dosis die
Pharmakokinetik und -dynamik bestimmt. Eine Komedikation mit anderen kardial wirksamen

Substanzen durfte bei dieser Subgruppe nicht erfolgen.

12
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Studienbeginn:
12-Kanal-EKG-Messung
24 h-EKG-Messung

—> Diagnose

l

Therapiebeginn:
1 mg/kg

oder 2 mg/kg
Sotalol

Téglich:
12-Kanal-EKG-Messung

\ Dosiserhéhung
l um 1 mg/kg
_ oder
e\ 2 mg/kg
Alle 2 Tage: ap‘\ee"‘o\g
24 h-EKG-Messung et
Therapielerfolg

PK/PD-Untersuchung:
8 serielle Blutentnahmen
40 12-Kanal-EKG-Messungen

Abbildung 1 Untersuchungs- und Therapieschema der pédiatrischen Sotalolstudie.

Wiéhrend der Studie wurden die pédiatrischen Patienten initial mit 1 oder 2 mg/kg/Tag Sotalol therapiert und alle
zwei Tage bis zur Effektivitit der Therapie in 1 oder 2 mg/kg/Tag-Stufen hochdosiert. Die Effektivitdt wurde
dabei durch 12-Kanal- und 24 h-EKG-Aufzeichnungen tberprift. Die Patienten fir die Evaluation therapeutisch
wirksamer Konzentrationen starteten mit 1 mg/kg/Tag und wurden in 1 mg/kg/Tag-Stufen hochdosiert. Zwei
Tage nach Erreichen der effektiven Dosis wurde ein Konzentrations-Zeitprofil durchgefiihrt. Bei den Patienten
fiir die Evaluation der Arzneimittelsicherheit wurden wahrend dieser Untersuchung zusatzliche 12-Kanal-EKG-
Messungen aufgezeichnet.
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1.2.6 Studienendpunkte

Die Effektivitat der Sotaloltherapie wurde am Grad der Beeinflussung der tachykarden Herz-
rhythmusstoérung gemessen. Dabei wurde ein Absenken der Herzfrequenz auf ein altersgemé-
Res Niveau als partieller therapeutischer Erfolg gewertet. Eine Konversion der Arrhythmie in
den Sinusrhythmus wurde als vollstandiger Therapieerfolg definiert. Bei den Patienten fur die
Evaluation therapeutisch wirksamer Konzentrationen war das Ziel eine vollstandige Effektivi-
tat.

1.2.7 Probenentnahme

Die Plasmakonzentrations-Zeitprofile wurden jeweils um 8 Uhr morgens begonnen. Dabei
wurden Blutproben von ca. 300 bis 500 pl vor der Arzneistoffgabe und 1, 2, 3, 4, 6, 8 und 12
Stunden nach der Gabe Uber einen Venenverweilkatheter in ein heparinhaltiges Réhrchen
entnommen. Die Proben wurden sofort nach der Entnahme zentrifugiert und das dabei ge-

wonnene Plasma bis zur Analyse bei -80 °C eingefroren.

1.2.8 Probenaufbereitung und HPLC-Analytik

Aufgrund der geringen Verfligbarkeit von Blut insbesondere bei Neugeborenen und Sauglin-
gen wurde fir die quantitative Auswertung eine sensitive und quantitative HPLC-Methode
mit hoher Richtigkeit und Prézision zur Bestimmung von Sotalol in kleinen Probenvolumina
benotigt. Daher wurde fur die Durchfihrung der pharmakokinetischen Untersuchungen eine
validierte HPLC-Methode gewahlt, bei der das einzusetzende Plasmavolumen nur 100 pl pro
Messzeitpunkt betr&'\gtE.I Die Methode arbeitete mit Atenolol als internem Standard, die Tren-
nung von der biologischen Matrix wurde mit Hilfe einer Festphasenextraktion geleistet. Die
Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzdetektor mit einer Anregungswellenlange von 230 nm.
Die Emission wurde bei 300 nm gemessen. Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantitation)
lag bei 0,09 pg/ml fur Sotalol und war linear im Bereich von 0,09 bis 5,75 pg/ml. Der bisher
flr Erwachsene bekannte therapeutische Bereich liegt zwischen 0,8 und 3,0 ug/mllz.I Damit ist
die ausgewahlte Methode weit (ber diesen Bereich hinaus anwendbar. Die genaue Durchfiih-

L]

rung dieser Methode ist bereits ausfuhrlich beschrieben worden*

42 Vgl. Léer et al. (2001b)
8 Vgl. Wang et al. (1986)
4 Vgl. Léer et al. (2001b)
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Das HPLC-System lief unter Verwendung der zugehorigen Software des Herstellers (Class
VP, Shimadzu, Kyoto, Japan). Die mobile Phase (KH,PO, 15 mM, pH 3,0/Acetonitril;
70/30) wurde vor der Verwendung fir 60 Minuten mit Helium begast, um geldste Gase zu
beseitigen, die die HPLC-Analytik storen konnten. Vor Beginn der Messungen wurde die
HPLC-Apparatur mindestens eine Stunde lang mit der mobilen Phase aquilibriert. Die FlieR3-
geschwindigkeit betrug 1,0 ml/min. Die Leitungen des automatischen Probengebers und des
Injektionssystems wurden vor und nach jeder Messung mit entgaster wéssriger Methanol-
Losung (30 %) gespult, das gesamte System nach jeder Messreihe ebenfalls fir mindestens 30
Minuten mit 50-prozentiger Lésung. Die Analysenzeit betrug 5 Minuten, die Retentionszeit
flr Atenolol lag bei 3,3 Minuten und flr Sotalol bei 4,0 Minuten bei einer Auflésung von 2,6.

Reprasentative Chromatogramme zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2 Représentative Chromatogramme

(A) Kontrollprobe mit Plasma von der Blutbank, versetzt mit 100 pl Sotalolstandardlésung (5,75 pg/ml; S) und
100 pl internem Standard Atenolol (5,21 pg/ml, 1). (B) Leerplasma. (C) Plasma einer Patientin drei Stunden
nach Sotalolgabe (Sotalolplasmakonzentration 0,88 pg/ml), versetzt mit internem Standard Atenolol (). Die
Pfeile geben die Retentionszeiten von Sotalol (S) und Atenolol (1) an.

Die Quantifizierung der Plasmakonzentrationen erfolgte tber die Peakflachen. Die Konzent-
rationen an Sotalol wurden berechnet, indem das Verhaltnis der Peakflache von Sotalol zu der
des internen Standards Atenolol der Patientenprobe mit dem Peakflachenverhéltnis aus der
Vergleichsprobe mit bekannter Sotalol-Konzentration und gleicher Atenolol-Konzentration in
Beziehung gesetzt wurde. Bei der Analyse von Leerplasma traten zu den Retentionszeiten von
Sotalol und Atenolol keine Peaks auf, so dass mogliche Interferenzen durch Bestandteile der
Plasmamatrix ausgeschlossen werden konnten (Abb. 2 B). Da Sotalol unverandert renal eli-

miniert wird, waren Interferenzen mit Metaboliten nicht zu erwarten.
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1.2.9 Pharmakokinetische Auswertung

Aus den wéhrend des Untersuchungstags gesammelten Sotalolplasmakonzentrationen liel3en
sich Plasmakonzentrations-Zeitprofile erstellen, welche die kompartimentelle oder nichtkom-
partimentelle Ermittlung der pharmakokinetischen Parameter ermdglichte. Die pharmakokine-
tischen Parameter wurden flr jeden Patienten individuell ermittelt. Die maximale Plasmakon-
zentration (Cpmax) wahrend des Beobachtungszeitraums und die Zeit bis zum Erreichen der
Cmax Nach der Medikamenteneinnahme (tmax) Wurden den experimentellen Daten der Patienten
direkt entnommen. Alle anderen pharmakokinetischen Parameter wurden durch eine kompar-
timentelle Analyse der Plasmakonzentrations-Zeitprofile der Patienten ermittelt. Eine nichtli-
neare Regressionsanalyse wurde verwendet, um ein pharmakokinetisches Modell an die er-
mittelten individuellen Konzentrationen anzupassen. Unterschiedliche pharmakokinetische
Modelle wurden fur jedes Individuum getestet. Die Qualitat der Anpassung wurde durch drei
Parameter (objective function, Akaike-criteria, Schwartz-criteria) sowie durch visuelle In-
spektion der Kurvenanpassung und der Varianzen der errechneten pharmakokinetischen Pa-
rameter ermittelt. Fir alle Individuen beschrieb ein Einkompartimentmodell mit einer Auf-
nahme erster Ordnung und einer Elimination erster Ordnung das Sotalolkonzentrations-
Zeitprofil am besten und ermoglichte eine Beurteilung des Verteilungsvolumens Vg [1], bezo-
gen auf die Bioverfugbarkeit F [%], und der beiden Konstanten erster Ordnung fiir Absorption
Ka [1/min] und Elimination k. [min]. Das Verteilungsvolumen beschreibt, wie sich ein Medi-
kament im Blutplasma bzw. in anderen Korpergeweben verteilt. Die terminale Halbwertszeit
t12 [h] wurde als In2/k. bestimmt. Die Clearance ist ein Mal3 flr die Eliminationsgeschwin-
digkeit einer Substanz. Sie beschreibt das Plasmavolumen, welches in einer bestimmten Zeit-
einheit vollstdndig von Sotalol befreit wird und wird im Fliessgleichgewicht mit Hilfe der
Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeitkurve AUC [ug-h/ml] (englisch: area under the
curve) unter dem Dosierungsintervall und der aufgenommenen Dosis berechnet werden
(Cl =Dosis / AUC). Sie ist proportional zum Verteilungsvolumen und zur Eliminationskon-
stanten. Die AUC .y ist ein MaR fur die im Messintervall (0-t) aufgenommene Wirkstoff-
menge, wobei das Messintervall zwolf Stunden betrug und mithilfe des pharmakokinetischen
Modells auf 24 Stunden extrapoliert wurde (0-24 h). Die Bestimmung der AUCo.24) erfolgte
nach der linearen Trapezregel: AUC (i1 — tj) = %2 (ti — ti-1)(Ci-1 + Ci). Alle pharmakokinetischen
Berechnungen wurden mit dem Software-Packet KINETICA v2.0 (Innaphase S.a.r.l.,
Champs-sur-Marne, Frankreich) durchgefuhrt.
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In Abbildung 3 A ist die pharmakokinetische Analyse beispielhaft fir einen neunjéhrigen
Patienten dargestellt, der bereits seit mehr als drei Tagen eine Sotaloltherapie mit einer Ta-
gesdosis von 1,9 mg/kg erhalten hatte. Die Uber einen Zeitraum von zwolf Stunden nach Ein-
nahme von 20 mg Sotalol gemessenen Konzentrationen sind gegen die Zeit aufgetragen
(Abb. 3 A). An diese Messwerte konnte nun mit Hilfe der aus der Patientenakte entnommenen
vorherigen Einnahmezeitpunkte und -dosen ein pharmakokinetisches Einkompartimentmodell
angepasst werden (Abb. 3 B). Die durchgezogene Linie entspricht den mit Hilfe dieses Mo-
dells berechneten Sotalolkonzentrationen in Abhangigkeit von der Zeit im Plasma des Patien-

ten (ber den gesamten Dosierungszeitraum.

Fur die weitere Berechnung der gesuchten pharmakokinetischen Parameter musste die AUC
unter Gleichgewichtsbedingungen (steady state) tiber einen Zeitraum von 24 Stunden ermittelt
werden (Abb. 3 C). Daflr wurde der Plasmakonzentrations-Zeitverlauf anhand des passenden

pharmakokinetischen Modells und hypothetischer Sotalolgaben simuliert.
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Abbildung 3 Analyse pharmakokinetischer Daten

(A) Gemessene Sotalolplasmakonzentrationen (schwarze Punkte) im FlieBgleichgewicht nach dreitdgiger Thera-
pie bei einem neunjahrigen Patienten Uber einen Zeitraum von zwolf Stunden nach oraler Gabe von 20 mg Sota-
lol bei einer Tagesdosis von 1,9 mg/kg. (B) Berechnete Sotalolplasmakonzentrationen (Linie) nach Anpassung
eines pharmakokinetischen Einkompartimentmodells an die Messwerte fiir eine Sotaloldosierung von 3 x 20 mg,
gegeben um 7.00, 13.00 und 20.00 Uhr. Die schwarzen Punkte entsprechen den Messwerten aus Abbildung A.
(C) Simulation von Sotalolplasmakonzentrationen anhand der pharmakokinetischen Parameter der kompartimen-
tellen Analyse und graphische Ermittlung der area under the curve (AUC) Uber 24 Stunden unter Gleichge-
wichtsbedingungen. Die schwarzen Punkte entsprechen den Messwerten aus Abbildung A.

1.2.10 QT-Intervall-Bestimmung und Korrektur des QT-Intervalls fur die Herzfre-
quenz

Fur die Beurteilung des Arzneimitteleffektes und der Arzneimittelsicherheit wurde im EKG
das QT-Intervall gemessen. Das QT-Intervall ist eine Wegstrecke im Elektrokardiogramm
(EKG, s. Abb. 4) und entspricht elektrophysiologisch der Erregung (Depolarisation und Repo-
larisation) der Herzkammern. Sotalol blockiert (wie andere Klasse Ill-Antiarrhythmika) den

verzogerten Gleichrichterstrom lk;, welcher mitverantwortlich fur die Repolarisation ist. Da-
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durch verléngert sich die Repolarisation und damit die gesamte Phase der elektrischen Erre-

gung der Herzkammern. Im EKG zeigt sich dies als Verlangerung des QT-Intervalls.

R RR-Intervall

QRS-Komplex

T-Welle

P-Welle

Wendetangente
I I

QT-Intervall Isoelektrische Linie

Abbildung 4 Definition der Abschnitte im Elektrokardiogramm

Darstellung von zwei Herzaktionen im Elektrokardiogramm: elektrische Erregung der Vorhdfe (P-Welle), Depo-
larisation (QRS-Komplex) und Repolarisation der Kammer (T-Welle). Das QT-Intervall entspricht der Strecke
zwischen Beginn des QRS-Komplexes und Ende der T-Welle. Das Ende der T-Welle wird durch den Schnitt-
punkt der isoelektrischen Linie mit der Wendetangente des absteigenden Astes der T-Welle ermittelt. Das RR-
Intervall wird als Strecke zwischen den R-Punkten gemessen.

Die Dauer des QT-Intervalls ist von der Herzfrequenz (Herzfrequenz = 60 [s]/RR-Intervall
[s]) abhéngig. Je kirzer die Herzfrequenz, desto kirzer ist auch das QT-Intervall, so dass man
direkte Vergleiche dieser Strecken nur durchfiihren kann, wenn auch die Herzfrequenz gleich
ist. Grundsatzlich ist der Vergleich von unkorrigierten QT-Intervallen bei gleicher Herzfre-
quenz, vorzugsweise bei 60 Schldgen pro Minute, die optimale Vorgehensweise'”z.| Die Bedin-
gung gleicher Herzfrequenzen ist jedoch in der Praxis nur schwer zu erreichen. In der vorlie-
genden Untersuchung waren allein schon durch die verschiedenen Altersstufen der Patienten
unterschiedlichste Herzfrequenzen in Ruhe zu erwarten, so dass ein Vergleich zwischen den
Patienten ohne Herzfrequenzkorrektur kaum méglich sein konnte. Aufierdem bewirkt die be-
ta-rezeptorenblockierende Wirkung von Sotalol eine Absenkung der Herzfrequenz und damit

45 Vgl. Funck-Brentano und Jaillon (1993)
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eine Verlangerung des QT-Intervalles, ohne dass eine Kaliumkanalblockade tberhaupt eine
Rolle spielen muss. Es gibt jedoch verschiedene mathematische Algorithmen, welche das QT-
Intervall fur die Herzfrequenz korrigieren. Gemeinsames Ziel dieser Algorithmen ist die Er-
mittlung des QT-Intervalls bei einer Herzfrequenz von 60 Schlédgen pro Minute. Jede mathe-
matische Korrektur birgt jedoch die Gefahr eines systematischen Fehlers in sich. Um diese
Gefahr moglichst gering zu halten, haben wir zwei unterschiedliche Algorithmen verwendet
und die Ergebnisse miteinander verglichen. Die Formel nach Bazett (1920), bei der das QT-
Intervall durch die Quadratwurzel des RR-Intervalls dividiert wird, wird von der European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) zur Korrektur des QT-Intervalls
empfohlenl“:'.| Zusétzlich wurde die Formel nach Fridericia (1920) verwendet, bei der das QT-
Intervall durch die Kubikwurzel des RR-Intervalls dividiert wird. Diese Korrekturformel wird

von Funck-Brentano und Jaillon (1993) empfohlen.
Korrekturformel nach Bazett: QTcs [s¥4 = QT [s] / RR [s]*?
Korrekturformel nach Fridericia: ~ QTce [s*®] = QT [s]/ RR [s]*?

Bei den Patienten wurden 12-Kanal-EKG-Aufzeichnungen mit einer Schreibgeschwindigkeit
von 50 mm/s bei einer Empfindlichkeit von 10 mm/mV in Abstanden von 15 bis 30 Minuten
aufgenommen. Die Aufzeichnung wurde erst gestartet, wenn der Patient ruhig auf dem RU-
cken lag und sich die Herzfrequenz normalisiert hatte. Aufzeichnungen mit Artefakten durch
Bewegungen sowie Aufzeichnungen mit zu flacher T-Welle wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Das QT-Intervall wurde aus Ableitung 11 als Mittelwert von drei bis funf auf-
einander folgenden Herzschlagen bestimmtE.I Fur die Herzfrequenzkorrektur wurde das je-
weils vorausgehende RR-Intervall gemessenE.| Die Herzfrequenzkorrektur wurde an jedem
einzelnen QT-Intervall durchgefiihrt und die resultierenden QTc-Intervalle (QTc-Intervall =
korrigiertes QT-Intervall) nachfolgend gemittelt. Wenn mdglich wurden ein oder mehrere
Werte ohne Sotaloleinfluss mit in die Berechnung der Empfindlichkeit der QTc-Intervall-

Verléangerung einbezogen.

46 Vgl. Committee for proprietary medicinal products (1997)

4 Vgl. Moss et al. (1985); Moss (1993)
8 Vgl. Moss (1993)
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Die Bestimmung des QT-Intervalls erfolgte graphisch. Ein Beispiel dafir ist in Abbildung 4
gegeben. Das QT-Intervall ist definiert als Strecke zwischen Beginn des QRS-Komplexes (Q)
und dem Ende der T-Welle. Der Beginn des QRS-Komplexes ist durch den schnellen Verlauf
der Depolarisation der Herzmuskelzellen in Phase null des Aktionspotenials sehr steil und
dadurch eindeutig zu erkennen. Haufig bereitet jedoch die Bestimmung des Endes der T-
Welle aufgrund einer flachen Amplitude Probleme, was zu Messungenauigkeiten fiihren
kann. Um solche Ungenauigkeiten moglichst gering zu halten, wurde das Ende der T-Welle
mit einer graphischen Hilfskonstruktion bestimmt. Dazu wurde an den absteigenden Ast der
T-Welle eine Wendetangente angelegt. Der Schnittpunkt dieser Tangente mit der isoelektri-

schen Linie ergibt das Ende der T-Wellel“:|

1.2.11 Pharmakokinetisch-pharmakodynamisches Modelling

Das pharmakokinetisch-pharmakodynamische (PK-PD) Modelling beschreibt den Zusam-
menhang zwischen Arzneistoffdosis, Arzneistoffkonzentration im Korper und dessen Wir-
kung in einem mathematischen Modell und ermdéglicht so die Berechnung eines Arzneimittel-
effekts auch jenseits der gemessenen Werte. Dies wurde fiir den pharmakodynamischen Ef-
fekt der Kaliumkanalblockade von Sotalol durchgefiihrt. Der Effekt l&sst sich aus der Verléan-
gerung des QT-Intervalls ableiten, welches aus den viertelstiindlichen oder halbstiindlichen
12-Kanal-EKG-Aufzeichnungen der Tagesprofile entnommen wurde (Abschnitt 1.2.10). Das
individuelle pharmakokinetische Modell war flr jeden einzelnen Patienten schon bei der
kompartimentellen Auswertung der Konzentrations-Zeitprofile ermittelt worden. Als pharma-
kodynamisches Modell wurde ein lineares Effekt-Modell herangezogen, da sowohl fiir Kinder
als auch fiir Erwachsene bekannt ist, dass das QT-Intervall mit steigender Sotalolkonzentrati-
on linear ansteigtE.I Eine genauere Betrachtung der Zeitverlaufe der Konzentrationen und Ef-
fekte zeigte innerhalb des Dosierungsintervalls keine Zeitverzdgerung zwischen maximaler
Konzentration (Cnax) und maximal erreichtem Effekt (Emax). Daher konnte ein direct-link PK-
PD-Modell fir die Verknupfung von Pharmakokinetik und Pharmakodynamik verwendet

werden.

Am Anfang des gesamten PK-PD Modells (Abb. 5) steht das pharmakokinetische Einkompar-

timentmodell. Eine bestimmte Dosis wird appliziert und mit der Geschwindigkeit k, - c(t)

49 Vgl. Moss (1993)
%0 Vgl. Saul et al. (2001a); Barbey et al. (1999)
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resorbiert (k, = Absorptionskonstante, c(t) = Konzentration des Arzneistoffs am Absorption-
sort zum Zeitpunkt t). Sobald der Arzneistoff im Kompartiment auftaucht, wird er auch mit
der Geschwindigkeit k. - c(t) wieder eliminiert (ke = Eliminationskonstante, c(t) = Konzentra-
tion des Arzneistoffs im Kompartiment zum Zeitpunkt t). In Abhdngigkeit von k, und k. (und
dem Verteilungsvolumen, Vy) liegt zum Zeitpunkt t eine bestimmte Arzneistoffkonzentration
im Kompartiment vor. Diese Konzentration wird Uber das direkte pharmakodynamische Mo-
dell nach der Formel E = Eg + m - ¢ linear in den Effekt umgerechnet, wobei E den Effekt und
Eo die BasisgroRe des Effektes darstellt, ¢ die Arzneistoffkonzentration im Kompartiment
zum Zeitpunkt des gemessenen Effektes ist und m den Steigungsfaktor der resultierenden

Geraden bezeichnet.

Der gemessene Effekt steht also im direkten Zusammenhang mit der im Plasma gemessenen
Konzentration. Mithilfe dieses pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Modells konnte
nun eine gemessene oder auch eine hypothetische (berechnete) Konzentration in den daraus
resultierenden Arzneimitteleffekt umgerechnet werden. Diese Berechnung war notwendig, um
die Sotalolkonzentration zu den Zeitpunkten der EKG-Messungen zu ermitteln, da zu den
meisten Zeitpunkten keine gemessenen Sotalolkonzentrationen zur Verfugung standen. Wei-
terhin war es in der vorliegenden Untersuchung nach der Bestimmung von Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik mdglich, die QT-Intervallverlangerung der Sotaloltherapie unter einer
hypothetisch erhohten oder erniedrigten Dosis vorauszuberechnen und damit die Sicherheit
der Therapie insbesondere fir eine Dosiserhthung abzuschatzen.
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Abbildung 5 Pharmakokinetisch-pharmakodynamisches Modell

Formel und Schema des verwendeten pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Modells bei Anpassung der
Plasmakonzentrations-Zeitverlaufe an ein Einkompartimentmodell und einmaliger Applikation des Wirkstoffs.
C = gemessene Plasmakonzentration, ka, ke = Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung, D = Dosis, E = Ef-
fekt, E, = Basiswert des gemessenen Effektes, m = Steigungsfaktor der Geradengleichung. Der Kreis stellt das
Kompartiment dar.

1.2.12 Entwicklung eines altersabhangigen Dosierungsschemas

Als Ergebnis der Untersuchungen in der Subgruppe der Patienten fiir die Evaluation therapeu-
tisch wirksamer Konzentrationen wurden therapeutisch wirksame Plasmakonzentrationen mit
einer Start- und einer Zielkonzentration erwartet (Abschnitt 1.2.5). Diese wurden anschlie-
Rend als Zielkonzentrationen fur ein Dosierungsschema verwendet. Mithilfe des individuellen
pharmakokinetischen Modells wurden fir jeden Patienten die Dosierungen berechnet, bei
denen die Start- bzw. die Zielkonzentration erreicht wird. Es wurden also Dosissimulationen
auf der Grundlage von real gegebenen Dosen und anschlieRend real gemessenen Plasmakon-

zentrationen durchgefihrt. Bei diesen Simulationen wurde ein 8-Stunden-Dosierungsintervall
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angewendet. Die Berechnung der richtigen Dosis erfolgte durch iterative Annéherung an die
jeweilige Plasmakonzentration. Auf Basis der simulierten Start- und Zieldosen konnte an-
schlielend ein Dosierungsschema fir die Therapie von tachykarden Herzrhythmusstérungen

bei padiatrischen Patienten mit Sotalol erstellt werden.

1.2.13 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS 9 (SPSS Inc., Chi-
cago, USA). Sofern nicht anders angegeben sind die Daten als Mittelwert £ Standardabwei-
chung (MW = SD) dargestellt. Die Anzahl der Einzelwerte wird mit n bezeichnet. Die Veran-
derungen in der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik zwischen den unterschiedlichen
Altersgruppen wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA = analysis of vari-
ances) mit Tukey’s post hoc-Analyse verglichen. Fir eine potentielle Korrelation zwischen
Alter und Pharmakokinetik bzw. Pharmakodynamik wurden die Daten einer linearen und
nichtlinearen Regressionsanalyse unterzogen und unter Verwendung des nichtparametrischen
Ranktestes nach Spearman untersucht. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signi-

fikant unterscheidend angesehen.
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1.3 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei péadiatri-
schen Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstérungen: Material

1.3.1 Arzneistoffe

Sotalolhydrochlorid Sigma®, (Deisenhofen, D)
[(RS)-4’-(1-Hydroxy-2-isopropylaminoethyl)-methansulfonanilid]
Atenololhydrochlorid Sigma®, (Deisenhofen, D)

[4-(2-Hydroxy-3-isopropylaminopropoxy)-phenylacetamid]

S S)
Cl

OH
ﬁ) 2 \))(\/GRI 2
OQS& H W/ HZN)OK/E)/O H \(

Abbildung 6 Struktur von Sotalol und Atenolol

Chemische Strukturformel von Sotalolhydrochlorid (links) und Atenololhydrochlorid (rechts). Der Stern zeigt
ein asymmetrisches Kohlenstoffatom an.

1.3.2 Losungsmittel und Reagenzien mit Gefahrenhinweisen und Sicherheitsratschla-
gen

Alle Substanzen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit der hdchsten im Handel befindli-
chen Reinheit verwendet.

Acetonitril Merck (Darmstadt, D) R 11-23/24/25 S 16-27-45
(HPLC grade)

Borsdure Merck (Darmstadt, D) R 36/37/38-62-63 S22-26-36/37/39
Kaliumhydroxid Merck (Darmstadt, D) R 35 S26-37/39-45
Methanol Merck (Darmstadt, D) R 11-23/25 S 7-16-24-45
(HPLC grade)

0-Phosphorséure Merck (Darmstadt, D) R 34 S 26-45

Zusammensetzungen der Losungen

Atenolol Standardlésung HPLC 5,21 pg/ml  Atenolol
Extraktionspuffer 0,05 mol/l Boratpuffer, ad pH 9,0
mit konzentrierter KOH
Kaliumdihydrogenphosphatpuffer 15 mmol/l  o-Phosphorsdure ad pH 3,0
mit konzentrierter KOH
Laufpuffer 70:30 (V/V) Kaliumdihydrogenphoshatpuffer
(15 mmol/l):Acetonitril
Sotalol Standardlésung HPLC 5,75 pg/ml  Sotalol
Spullésung HPLC 50:50 (V/V) Methanol/Wasser
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1.3.3 Verbrauchsmaterial und Laborgerate

Agqua ad iniectabilia Pharmacia & Upjohn (Erlangen, D)
Bond Elut C8-Extraktionssaulen Varian (Harbor City, USA)

(44-60 um Partikelgrofie,

100 mg/ml Saulenvolumen)

Eppendorfgefalie Eppendorf (Hamburg, D)

Pipettenspitzen (10 pl, 100pul, 1 ml) Treff Lab (Deggersheim, CH)
Sarstedt-Rohrchen Sarstedt (Heidelberg, D)
Venenverweilkatheter Jelco Johnson & Johnson Medical (Pomezia, Italien)

Das Leerplasma stammte von der Blutbank der Abteilung fur Transfusionsmedizin des Uni-
versitatsklinikums Hamburg-Eppendorf von Spendern ohne jegliche Medikation.

Analysenwaage Mettler (Greifensee, CH)
Destamat-Destillationsapparatur Heraeus (Hanau, D)

DinamapTM, Vital Daten Monitor 8100 Critikon Company (Basingstoke Hants, GB)
EKG-Gerat Cardiovit AT-2 plus Schiller (Baar, CH)

EKG-Gerat Cardioscript CD 6000 Schwarzer/Picker (Unna, D)
Fraktionssammler Frac 100 Pharmacia (Uppsala, S)

Hettich Rotanta-Zentrifuge Hettich (Tuttlingen, D)

Kihltruhen (-20 °C, -80 °C) Kryotec (Hamburg, D)

Magnetrihrer Heidolph (Kehlheim, D)

pH-Meter Knick (Berlin, D)

Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg, D)

Vakuumkammer Vac-Elut Chromatographie Service (Langerwehe, D)
Vakuumpumpe KNF Neuberger (Freiburg, D)

Vortexer Heidolph (Kehlheim, D)

1.3.4 HPLC-Messapparatur

System LC Workstation Class VP Version 5.03 (Shimadzu, Kyoto, J)
System Controller SCL-10 ADVP (Shimadzu, Kyoto, J)
Probenaufgabesystem Auto Injector SIL-10ADVP (Shimadzu, Kyoto, J)

Pumpe LC-10ADVP (Shimadzu, Kyoto, J)

Vorséule Spherisorb C6 Vorsdule (5 um PartikelgroRe, 17 x 4,6 mm Innen-
durchmesser)

Trennséule Spherisorb C6 Trennsdule (5 um Partikelgrofie, 150 x 4,6 mm Innen-
durchmesser)

Detektion RF-10AXL Spektrofluorometrischer Detektor (Shimadzu, Kyoto, J)

Temperatur Raumtemperatur (ca. 20 °C)

Datenverarbeitung Software des Herstellers (Shimadzu, Kyoto, J)

1.3.5 Software
KINETICA™ Version 2.0 (Innaphase S. a. r. I., Champs-sr-Marne, Frankreich)
SPSS Version 9.0, SPSS (Inc., Chicago, IL, USA)
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1.4 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei péadiatri-
schen Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstorungen:
Ergebnisse

1.4.1 Deskriptive Statistik der Studienteilnehmer

Insgesamt wurden 55 verschiedene Patienten im Alter von elf Tagen bis 40 Jahren in die Stu-

die eingeschlossen. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tiber die demographischen Parameter aller

Patienten sowie die eingeteilten Subgruppen der Patienten flir die Evaluation therapeutisch

wirksamer Konzentrationen und fiur die Evaluation der Arzneimittelsicherheit von Sotalol.

Die padiatrischen Patienten wurden nach den Richtlinien der International Conference on

Harmonisation (ICH E11) gemaR ihres Alters eingeteilt. 0-27 Tage alte Patienten werden als

Neugeborene bezeichnet (Altersgruppe I), Patienten im Alter von einem Monat (28 Tage)-2

Jahre als Sauglinge und Kleinkinder (Altersgruppe 1), 2-11-J&hrige als Kinder (Altersgruppe

I11) und die Uber 12-Jahrigen als Jugendliche (Altersgruppe IV) eingestuft. In Altersgruppe |

befanden sich elf Patienten (20 %) und Altergruppe Il umfasste 16 Patienten (29 %). In Al-

tersgruppe 111 wurden 19 Patienten (35 %) eingeschlossen und die Altersgruppe IV beinhalte-
te neun Patienten (16 %), unter denen auch drei Erwachsene waren. Insgesamt umfasste die

Studie 81 Einzeluntersuchungen, wobei einzelne Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten

mehrfach untersucht wurden. Fir die statistische Auswertung wurde aus den mehrfach unter-

suchten Patienten mittels eines Zufallsgenerators eine Untersuchung herausgewahlt. Alle Pa-
tienten litten an tachykarden Herzrhythmusstérungen unterschiedlicher Genese. Bei 53 % der

Patienten waren eine supraventrikulére Tachykardie (SVT) oder supraventrikuldre Extrasysto-

len (SVES) diagnostiziert. 24 % der Patienten hatten entweder ein Wolff-Parkinson-White-

Syndrom (WPW-Syndrom), eine permanente junktionale Reentrytachykardie (PJRT), eine

junktionale ektope Tachykardie (JET) oder eine AV-Knoten-Reentrytachykardie (AV-RT) als

zugrunde liegende Erkrankung. 15 % litten an einer ektopen atrialen Tachykardie (EAT) oder
an Vorhofflattern (AFL), und 8 % hatten ventrikuldre Tachykardien (VT) oder ventrikulére

Extrasystolen (VES). In Tabelle 1 sind VT und VES unter VES zusammengefasst, da diese

ventrikularen Ursprungs sind. SVT, SVES, WPW-Syndrom, PJRT, JET, AV-RT und EAT

sind hingegen supraventrikularen Ursprungs und wurden unter SVT zusammengefasst.
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Geschl. Alter Grole Gewicht  Oberflache GFR Diagnose Ko
Gruppe n  [w/m] [Jahre] [cm] [kl [m?] [ml/min/1,73m?] [SVT/VES] [n]
Alle Patienten
Neugeborene 11 3/8 0,05(0,02) 51(7) 3,5(0,5 0,22 (0,03) 48 (19) 11/0 1
Kleinkinder 16 6/10 0,51(0,33) 65(9)  6,4(23) 0,34(0,08) 80 (30) 16/0 8
Kinder 19 9/10 7,18(3,32) 122(23) 28,0(154) 0,96(0,33) 151 (44) 17/2 3
Jugendl /Erw. 9 4/5 (ig:gg) 168 (13) 61,1(19.0) 1,68(0,33) 149 (24) w1
Gesamt 55 22/33 3,20(9,01) 98 (44) 21,6(22,7) 0,73(0,55) 111 (55) 51/4 13
Patienten fur die Evaluation therapeutisch wirksamer Konzentrationen
Neugeborene 6 1/5 0,05(0,01) 51(2) 3,6(0,4) 0,23(0,02) 52 (17) 6/0 0
Kleinkinder 3 2/1 046(0,28) 64(16) 56(3,1) 0,31(0,13)  84(37) 3/0 0
Kinder 5 32 7,17(342) 124(24) 27,4(124) 0,96(0,31) 176 (28) 5/0 0
Jugendl./Erw. 1 1/0 13,01 142 39 1,09 166 1/0 0
Gesamt 15 7/8 3,80(1,20) 84(40) 13,7 (13,8) 055(0,41) 107 (63) 15/0 0
Patienten fur die Evaluation der Arzneimittelsicherheit von Sotalol
Neugeborene 9 2/7  0,05(0,01) 50 (7) 3,5(0,4) 0,22 (0,02) 46 (18) 9/0 0
Kleinkinder 9  5/4 054(0,35) 65(11) 6,6(3,9) 0,34(0,10) 86 (37) 9/0 4
Kinder 13 7/6 7,80(3,30) 125(19) 27,4(10,0) 0,97 (0,25) 170 (29) 12/1 1
Jugendl/Erw. 2 1/1 13,50(0,32) 155(13) 39,3(8,9) 1,30(0,20) 175 (22) 11 0
Gesamt 33 15/18 4,05(4,83) 90(40) 159 (14,0) 0,61(0,41) 117 (62) 62/4 5

Tabelle 1 Demographische Parameter der Patienten

Demographische Parameter der Patienten beziiglich Alter, Korpergrofe, -gewicht und -oberflache sowie der
glomeruléren Filtrationsrate (GFR) und der Diagnose. Dargestellt ist das arithmetische Mittel (= SD). Ko = Ko-
medikation mit Digoxin oder Flecainid, SVT = supraventrikuldre Tachykardie, VES = ventrikuldre Extrasystole,
m = ménnlich, w = weiblich. Neugeborene = 0-27 Tage, Kleinkinder = 1-24 Monate, Kinder = 2-11 Jahre, Ju-
gendl./Erw. = lter als 11 Jahre.
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Die Sotaloldosierungen der Patienten reichten von 0,8 mg/kg bis hin zu 9,9 mg/kg. Eine Mo-
notherapie mit Sotalol erhielten 67 % der Patienten, bei 24 % der Patienten wurde aufgrund
einer unzureichenden antiarrhythmischen Therapie oder auftretender unerwiinschter Arznei-
mittelwirkungen von Sotalol mit einem weiteren Antiarrhythmikum komediziert. Die Kome-

dikation bestand entweder aus Digoxin (22 %) oder Flecainid (2 %).

Bei 67 % der Patienten konnte eine volle Wirksamkeit unter Sotalolmonotherapie erreicht
werden, bei 20 % der Patienten erst unter Komedikation. 4 % der Patienten waren auch unter
Komedikation nicht effektiv therapiert. Bei 9 % der Patienten wurde nach erfolgloser Sota-
loltherapie direkt auf ein anderes Antiarrhythmikum umgestellt. Insgesamt 87 % der Patienten

profitierten von der Therapie.

1.4.2 PK-PD Modelling zur individuellen Therapiesteuerung bei einem dreijahrigen
Patienten mit supraventrikularer Tachykardie

Zum besseren Verstandnis der durchgefiihrten Untersuchungen und der Ergebnisse wird im
Folgenden der Fall eines dreijahrigen Patienten mit symptomatischen supraventrikuléren Ta-
chykardien genauer beschrieben. Das Kind wurde aufgrund supraventrikulérer Tachykardien
stationar eingeliefert. In der Anamnese war bereits im Alter von zwei Jahren eine tachykar-
diebedingte Kardiomyopathie aufgetreten, welche initial mit einer Kombinationstherapie aus
Amiodaron und Digoxin sowie Captopril, Furosemid und Spironolacton therapiert wurde.
Unter dieser Therapie bildete sich die Kardiomyopathie zuriick und Tachykardien traten nicht
mehr auf. Daher wurde nach etwa acht Monaten die antikongestive Therapie abgesetzt und
nur noch antiarrhythmisch, zun&chst mit Digoxin und Amiodaron, spater nur noch mit Amio-
daron behandelt. Aufgrund einer pl6tzlich aufgetretenen Photosensibilitit des Kindes, ausge-
I6st durch Amiodaron, wurde die Amiodarontherapie von den Eltern nach weiteren drei Mo-
naten abgebrochen. Etwa finf Monate spéter stellte die Mutter bei dem Kind erneut eine Ta-
chykardie fest. Das daraufhin aufgenommene Echokardiogramm zeigte eine erneute Ver-
schlechterung der ventrikuldren Pumpfunktion. Daraufhin wurde sofort eine antiarrhythmi-
sche Therapie angesetzt. Um ein wiederholtes Auftreten der Photosensibilitdt durch Amioda-
ron zu umgehen, wurde eine Therapie mit 2 mg/kg Sotalol, verteilt auf 3 Tagesdosen in einem
achtstundigen Dosierungsintervall, angesetzt. Da die Therapie initial ineffektiv war, wurde
alle drei Tage die Dosis in 1 mg/kg-Schritten hochdosiert. Jeweils am zweiten Tag einer Do-

sisstufe wurde zur Uberpriifung der Effektivitat ein Langzeit-EKG aufgenommen. Erst unter
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einer Dosis von 8 mg/kg/Tag war die Therapie effektiv. Am dritten Tag nach Erreichen der
effektiven Dosis wurde ein Plasmakonzentrations-Zeitprofil Gber zwélf Stunden durchgefihrt.
Dabei wurde direkt vor der morgendlichen Sotalolgabe sowie 1, 2, 3, 4, 6, 8 und 12 Stunden
danach je eine Blutprobe von 500 pl entnommen (Abschnitt 1.2.7), aus denen anschlieRend
die Sotalolplasmakonzentrationen bestimmt wurden. Wéhrend des Plasmakonzentrations-
Zeitprofils wurden 12-Kanal-EKG-Aufzeichnungen alle 15-30 Minuten durchgefiihrt und aus
Ableitung 11 das QT-Intervall als Sicherheitsparameter bestimmt (Abschnitt 1.2.10).

Die Plasmakonzentrationen von Sotalol bewegten sich im Verlaufe des Plasmakonzentrati-
ons-Zeitprofils zwischen 0,5 und 2,1 pg/ml (Abb. 7 A). Die dabei gemessenen QTcCg-
Intervalle reichten konzentrationsabhangig von 394 bis 482 ms (Abb. 7 B). Das bedeutete
eine deutlich verlangerte Repolarisationsphase und damit ein stark erhohtes proarrhythmi-
sches Risiko fir das Kind. Bereits eine Verlangerung des QTcg-Intervalls um mehr als 60 ms
wird als eine betrachtliche Erhéhung des proarrhythmischen Risikos angesehenE.I Deshalb
wurde die Sotaloltherapie sofort ausgesetzt. Allerdings traten kurz nach dem Absetzen der
Sotalolmedikation erneut Tachykardien auf. Daraufhin wurde mit einer Flecainidtherapie in
einer Dosierung von 2 mg/kg/Tag begonnen und in der Folge auf 3 mg/kg/Tag Flecainid ge-
steigert. Doch obwohl sich die Flecainidplasmakonzentrationen im therapeutischen Bereich
bewegten, konnte die Tachykardie nicht suffizient therapiert werden. Daher wurde eine Kom-
binationstherapie mit Sotalol gestartet, da synergistische Effekte von dieser Kombination zu
erwarten sindE.I Um das proarrhythmische Risiko fur den Patienten so gering wie mdoglich zu
halten, wurde als Maximalwert fur das QTcg-Intervall 450 ms gewahlt. Dieser Wert entspricht
etwa einer QTc-Intervallverlangerung von 60 ms, ausgehend von dem niedrigsten gemesse-
nen Wert bei diesem Patienten. Sotalol unterliegt einer linearen PharmakokinetikE.I Das be-
deutet, dass eine Dosissteigerung eine proportionale Steigerung der Arzneistoffkonzentratio-
nen verursacht. Da weiterhin die Sotalolplasmakonzentration und das QTcg-Intervall linear
miteinander zusammenhéingeng,| konnte  nun durch ein  pharmakokinetisch-
pharmakodynamisches Modelling mit einem linearen direct link Modell firr jede Sotaloldosis
zwischen 2 und 8 mg/kg/Tag Sotalol das resultierende QTcg-Intervall fir den Patienten be-
rechnet werden (Abb. 7 C).

5 Vgl. CPMP/986/96

52 Vgl. Lee et al. 1997 ; Price et al. (2002)
53 Vgl. Léer et al. (2001a)

> Vgl. Saul et al. (2001a)
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Abbildung 7 PK-PD Modelling zur individuellen Therapiesteuerung bei einem dreijahrigen Patienten.

Sotalolplasmakonzentrations-Zeitprofil (A) und QTcg-Intervall in Abhéngigkeit von der gleichzeitig bestimmten
Sotalolplasmakonzentration (B) bei einem dreijahrigen Patienten mit SVT unter Therapie mit 8 mg/kg im FlieR3-
gleichgewicht. Die Symbole zeigen die gemessenen, die Linien die berechneten Werte. (C) Verkniipfung von
Pharmakokinetik (PK, A) und Pharmakodynamik (PD, B) mithilfe eines PK-PD Modells (direct link). Darge-
stellt ist das simulierte QTcg-Intervall unter verschiedenen Sotaloltagesdosen im steady state. Die gestrichelte
Linie zeigt das angestrebte maximale QTc-Intervall an, welches bei einer Dosierung von 5 mg/kg erreicht wird
(Pfeil).
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Der lineare  Zusammenhang zwischen  Sotalolplasmakonzentration und QTc-
Intervallverlangerung (Abb. 7 B) l&sst sich auch mit einer mathematischen Funktion des Typs
y = mx + b beschreiben (Abschnitt 1.2.11), wobei m den Steigungsfaktor der Geraden und b
den Ordinatenabschnitt zeigt. Je groRer die Steigung der Geraden, desto hoher ist dabei die
Empfindlichkeit gegenliber der sotalolvermittelten QTc-Intervallverlangerung. Diese Stei-
gung wurde fiir jeden Patienten berechnet und in Abhédngigkeit des Patientenalters betrachtet.
Bei einer Dosis von 5 mg/kg/Tag wurde fir die Spitzenspiegel ein maximales QTcg-Intervall
von 450 ms berechnet (Abb. 7 C). Daher wurde die Sotaloldosis fur den Patienten auf
5 mg/kg/Tag angesetzt. Unter dieser Kombinationstherapie war der Patient suffizient thera-

piert.

Um die Vorhersage fir das QTcg-Intervall zu berprufen, wurde zu zwei unterschiedlichen
Zeitpunkten ein 12-Kanal-EKG aufgenommen. Die daraus bestimmten QTcg-Intervalle sowie
die jeweils flr die Zeitpunkte berechneten Werte sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Abwei-
chungen der vorausberechneten QTcg-Intervalle von den tatsachlich gemessenen sind mini-

mal und liegen im Bereich der graphischen Messungenauigkeit fur das QT-Intervall.

EKG- QTcg-Intervall QTcg-Intervall Qu?;ltirr]\tgl-r ¢
Aufnahmezeitpunkt [ms?] [ms"?]
berechnet/gemessen
nach Sotalolgabe (vorausberechnet) (gemessen) [%]
2 Std. 46 min nach
Gabe von 25 mg 446 439 102
3 Std. 44 min nach 444 448 99

Gabe von 25 mg

Tabelle 2 Berechnete und gemessene QTc-Intervalle eines dreijahrigen Patienten

Mittels PK-PD Modelling berechnete QTcg-Intervallzeiten im Vergleich zu den tatsachlich gemessenen Werten
bei einem dreijahrigen Patienten unter Sotaloltherapie (5 mg/kg/Tag) kombiniert mit Flecainid (2 mg/kg/Tag).
Der Quotient aus berechnetem und gemessenem QTcg-Intervall gibt die Richtigkeit des berechneten Werts in
Prozent des tatsachlichen Werts an.

Auch bei den Ubrigen Patienten brachten die vorgestellten Untersuchungen &hnliche Ergeb-
nisse bezlglich Pharmakokinetik und Pharmakodynamik. Dieses Fallbeispiel belegt, dass

mithilfe einer intensiven pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Untersuchung mit
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nachfolgendem pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Modelling gezielt eine effektive

und sichere Arzneimitteltherapie durchgefihrt werden kann.

1.4.3 Ergebnisse der pharmakokinetischen Analyse — altersabhéngige Pharmakokine-
tik von Sotalol

Altersabhdngige Veranderungen der Pharmakokinetik von Sotalol bei p&diatrischen Patienten
sind bereits bei kleineren Kollektiven beschrieben Wordeng. Die gefundenen Ergebnisse soll-
ten mit der vorliegenden Untersuchung anhand eines gréReren Kollektivs noch einmal Uber-

pruft und gegebenenfalls erweitert werden.

Nach der Applikation wurde Sotalol schnell absorbiert. Der Mittelwert fiir die Zeit bis zum
Erreichen der maximalen Plasmakonzentration (tmax) betrug 2,5 (£ 0,9) Stunden. Die maxima-
len Plasmaspiegel unter effektiver Therapie lagen dabei zwischen 0,26 und 2,86 pg/ml, im
Mittel lag Crnax bei 0,96 pg/ml. Bei Betrachtung der Halbwertszeit in den verschiedenen Al-
tersgruppen lasst sich erkennen, dass die Halbwertszeit vom Neugeborenenalter tber das
Sauglingsalter hin zu den Zwei- bis Elfjahrigen abnimmt von 7,2 (+ 1,4) auf 5,7 (x 1,1) Stun-
den (p = 0,016), um dann wieder auf 7,0 (£ 1,4) Stunden bei den Jugendlichen anzusteigen
(p = 0,041). Dies entspricht den bisher publizierten DatenE.I Auch Clearance und Verteilungs-
volumen veréndern sich in Abhdngigkeit vom Patientenalter. Bei Normierung auf die Korper-
oberflache zeigt sich ein Anstieg der Parameter Clearance und Verteilungsvolumen. Die Clea-
rance steigt von der Gruppe der Neugeborenen mit 40,7 (£ 11,9) ml/min - kg auf
90,5 (£ 46,9) ml/min - kg in der Gruppe der Sduglinge und Kleinkinder an (p = 0,020). Auch
das Verteilungsvolumen zeigt mit 29,7 + 80 I/m? bei den Neugeborenen und
45,3 (+ 19,6) I/m? bei den Sauglingen und Kleinkindern einen initialen Anstieg (p = 0,028).
Im weiteren Verlauf des Alters bleiben beide Parameter konstant. Auch diese Ergebnisse de-

cken sich mit den bisher verdffentlichten DatenE.|

Der Eliminations- sowie der Verteilungsprozess von Sotalol &ndert sich also innerhalb der
ersten Lebenswochen. Dieser Prozess zeigt sich auch deutlich in der Arzneimittelexposition
(Abb. 8). Es kommt bei wirksamer Therapie zu einem deutlichen Abfall der AUC von 379 (+
99) h - m%pul im Neugeborenenalter zu 235 (+ 51) h - m?/pl (p = 0,029) im Kleinkind- bzw.

5 Vgl. Léer et al. (2001a); Saul et al. (2001a/b)
%6 Vgl. Léer et al. (2001a)
> Vgl. Léer et al. (2001a)
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207 ( 55) h - m*/pl (p = 0,047) im Jugendlichenalter. Das entspricht einer um durchschnitt-

lich 72 % erhéhten Arzneimittelexposition im Neugeborenenalter verglichen mit alteren padi-

atrischen Patienten.
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Abbildung 8 Dosisnormierte AUC in Abhéngigkeit vom Patientenalter

Logarithmische Altersverteilung der dosisnormierten Sotalolexposition (AUCss 24 n: Fl&che unter der Konzentra-
tions-Zeitkurve Uber 24 Stunden im steady state) péadiatrischer Patienten unter effektiver Sotaloltherapie

(n =55).

Durch die postnatale Nierenreifung wird die Elimination von Sotalol aus dem Plasma be-

schleunigt. Gleichzeitig nimmt das Verteilungsvolumen zu, so dass die durch eine definierte

Menge Sotalol verursachte Arzneimittelkonzentration geringer wird. Daraus ergibt sich die

Abnahme der dosisnormierten AUC innerhalb der ersten Lebensmonate. Neugeborene erfah-

ren demnach eine fast doppelt so hohe Arzneimittelexposition verglichen mit den padiatri-

schen Patienten der anderen Altersgruppen.
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1.4.4 Ergebnisse der pharmakodynamischen Analyse — altersabhdngige Pharmakody-
namik von Sotalol

Sotalol als Klasse I11-Antiarrhythmikum verfligt Gber repolarisationsverlangernde Eigenschaf-
ten und wirkt gleichzeitig als Beta-Rezeptorenblocker. Demnach sind zwei pharmakodynami-
sche Effekte zu erwarten, zum einen eine Verlangerung des QT-Intervalls als Ausdruck der
Blockade von kardialen Kaliumkanélen, zum anderen eine Reduktion der Herzfrequenz als
Effekt der Beta-Rezeptorenblockade. Die Blockade der kardialen Kaliumkanale wird von bei-
den Enantiomeren des razemischen Sotalol vermittelt, wohingegen die Beta-
Rezeptorenblockade nur von der L-Form bewirkt wird. Aufgrund der verschiedenen Wir-
kungsmechanismen ist eine separate Betrachtung der pharmakodynamischen Effekte notwen-
dig. Beide Effekte wurden bei den Patienten in Form des QT-Intervalls (Kaliumkanalblocka-
de) bzw. des RR-Intervalls (Beta-Rezeptorenblockade) aus der Ableitung Il von 12-Kanal-
EKG-Aufzeichnungen vor und wahrend des pharmakokinetischen Profils bestimmt. Bei ei-
nem Patienten (Patient 27) wurde aufgrund einer zu flachen T-Welle in Ableitung Il zur Be-
stimmung des QT-Intervalls Ableitung | verwendet.

Untersuchungen zur sotalolinduzierten QT-Intervallverlangerung wurden bei den insgesamt
33 Patienten fiir die Evaluation der Arzneimittelsicherheit von Sotalol durchgefuhrt (Tab. 1).
Wie Abbildung 7 B exemplarisch gezeigt hat, fuhrt die Gabe eines Kaliumkanalblockers auch
bei Kindern zu einer Verlangerung der Repolarisationsphase. Die Abhangigkeit des QTc-
Intervalls von der Sotalolplasmakonzentration folgt auch hier einer linearen Beziehung, wie

k]

dies bereits bei Erwachsenen*-und Kindernﬂbeobachtet wurde. Daher wurde fiur die Ver-
kniipfung der Plasmakonzentrationen mit den ermittelten QTc-Intervallen ein lineares phar-
makodynamisches Modell verwendet (Abschnitt 1.2.11). Die lineare Regression der Einzel-
werte ergab eine Geradengleichung mit einem Steigungsfaktor m. Dieser Faktor gibt an, um
welchen Betrag sich die QTc-Zeit veréndert, wenn die Sotalolkonzentration um 1 pg/ml an-
gehoben wird. Je groRer m, desto schneller vergroRert sich das QTc-Intervall bei einem An-
stieg in der Sotalolplasmakonzentration. Die Empfindlichkeit des QTc-Intervalls fir Ande-

rungen in der Sotalolkonzentration steigt also mit m an.

%8 Vgl. Barbey et al. (1999)
> Vgl. Saul et al. (2001a)
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Gibt es also Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber der Sotalol vermittelten QT-
Intervallverlangerung im Verlauf des Patientenalters? Abbildung 9 A/B zeigt die QTc-
Intervallverlangerung in vier Altersgruppen. Da das unkorrigierte QT-Intervall abh&ngig von
der Herzfrequenz und damit vom RR-Intervall ist, wurden zwei verschiedene mathematische
Korrekturformeln fiir das QT-Intervall verwendet (Abschnitt 1.2.10). Dargestellt ist die QTc-
Intervallverlangerung pro 1 pg/ml Sotalolplasmakonzentration (dQTc). Sowohl mit der Kor-
rektur nach Bazett (Abb. 9 A) als auch mit der Korrektur nach Fridericia (Abb. 9 B) ergibt
sich eine mit 180 bis 290 % deutlich erhdhte Empfindlichkeit der QTc-Intervallverlangerung
bei den Neugeborenen im Vergleich zu Kindern und Jugendlichen (p =0,035, Bazett;
p = 0,034, Fridericia).
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Abbildung 9 Altersabhangigkeit der QT-Intervallverlangerung unter verschiedenen Herzfrequenzkorrekturen

Altersabhangigkeit der sotalolinduzierten QT-Intervallverlangerung, korrigiert fiir die Herzfrequenz nach Bazett
(1920): dQTcB (A) und Fridericia (1920): dQTcF (B) bei Neugeborenen (I, 0-28 Tage), Sauglingen und Klein-
kindern (11, 1-24 Monate), Kindern (111, 2-11 Jahre) und Jugendlichen und Erwachsenen (IV, 12 Jahre und lter).
Die Zahlen in den Sdulen geben die Anzahl der Patienten pro Gruppe an. * p = 0,035 vs Gruppe 1ll, 8 p = 0,034
vs Gruppe I11.

Altersabhdngige Unterschiede sind also ebenfalls in der Pharmakodynamik von Sotalol zu
verzeichnen. Neugeborene reagieren auf die sotalolvermittelte Kaliumkanalblockade deutlich
empfindlicher als Kinder und Jugendliche. In Tabelle 3 sind die Basalwerte der Patienten flr

die Herzfrequenz und das QT-Intervall gezeigt, aulerdem die QTc-Intervalle nach Bazett und
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Fridericia. Die Herzfrequenz nimmt bekanntermallen mit zunehmendem Alter ab. Auch das
QT-Intervall zeigt eine signifikante Altersabhangigkeit, die im Zusammenhang mit der Fre-
quenzabnahme zu betrachten ist. Weiterhin ist zu erkennen, dass das korrigierte QT-Intervall
nach Fridericia keine ausreichende Korrektur des Alters bietet. Jedoch ist die Korrektur nach
Bazett stabil Gber das Alter und erscheint daher als die beste Mdglichkeit der Herzfrequenz-
korrektur bei der Verwendung einer einzigen Korrekturformel fur Patienten unterschiedlichen
Alters.

QT[ms]  QTcg[ms]*®>  QTce[ms]?®  Herzfrequenz [min]™*
Altersgruppe  (n)

Neugeborene 9 277 (32) 402 (22) 356 (25) 124 (13)
Séugl./Kleink. 6 259 (16) 388 (29) 346 (14) 130 (29)
Kinder 10 259 (16) 404 (19) 375 (14) 78 (11)
Jugendl/Erw. 3 362 (16) 418 (13) 399 (13) 84 (22)
Gesamt 28 300 (44) 401 (22) 364 (24) 106 (31)
p-Wert* *<0,001 0,283 *0,002 *0,001

Tabelle 3 Basalwerte der padiatrischen Patienten fur Herzfrequenz und QT-Intervall

Basalwerte fur die Herzfrequenz, das QT-Intervall und das nach Bazett (1920, QTcg) und nach Fridericia (1920,
QTcr) korrigierte QT-Intervall. Angegeben sind die Mittelwerte (+ SD). Nur bei den nach Bazett korrigierten
Werten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen und damit keine Altersabhangigkeit der
Basalwerte. * = statistisch signifikant, ANOVA.

1.4.5 Therapeutisch wirksame Sotalolplasmakonzentrationen bei padiatrischen Patien-
ten mit supraventrikularen Tachykardien

Bei 15 Patienten wurde ein modglicher Zusammenhang zwischen Sotalolplasmakonzentration
und antiarrhythmischer Effektivitat untersucht (Tabelle 1, Patienten fur die Evaluation thera-
peutisch wirksamer Konzentrationen). Einer dieser Patienten hatte zusétzlich eine kompen-
sierte Herzinsuffizienz. In einem Fall musste die Therapie wegen QTc-Intervallverlangerung
uber 470 ms abgesetzt werden, woraufhin die Tachykardie jedoch wieder auftrat. Eine erneute
Sotaloltherapie fuhrte wieder zur erfolgreichen Unterdriickung der Rhythmusstérung (Ab-
schnitt 1.4.2). Bei drei Patienten verursachte die Sotaloltherapie kurzfristig Bradykardien un-

ter 50 Schlagen pro Minute, ohne dass eine Dosisreduktion erfolgen musste. Andere uner-
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wiinschte Arzneimitteleffekte wie eine Proarrhythmie im Sinne einer Torsades-de-Pointes-
Tachykardie wurden nicht beobachtet. Die Therapie wurde bei allen Patienten mindestens fir
sechs Monate durchgefihrt. Aufgrund von Rezidiven musste bei drei Patienten nach zwei
Monaten die Sotaloldosis angehoben werden.
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Abbildung 10 Wirksame Sotalolplasmakonzentrationen

Kumulative Wirksamkeit der Sotaloltherapie bei 15 Patienten (Patienten firr die Evaluation therapeutisch wirk-
samer Konzentrationen) mit SVT gegen den Sotalol-Talspiegel unter effektiver Therapie wahrend eines Acht-
Stunden-Dosierungsintervalls im steady state (mittlere Tagesdosis: 3,0 + 1,7 mg/kg). Jedes Symbol stellt den
Talspiegel eines Patienten dar, die Neugeborenen sind als schwarze Punkte hervorgehoben.

In Abbildung 10 sind die Sotaloltalspiegel der 15 Patienten unter effektiver Sotaloltherapie
dargestellt, wobei die Ordinate kumulativ die Anzahl der effektiv therapierten Patienten in
Prozent anzeigt. Die Talspiegel bewegen sich zwischen 0,21 und 1,05 pg/ml, die korrespon-
dierenden Spitzenspiegel liegen zwischen 0,29 und 2,0 pg/ml. Es ist nun moglich, aus dieser
Graphik den notwendigen Talspiegel fir eine vorgewahlte Erfolgswahrscheinlichkeit der an-
tiarrhythmischen Sotaloltherapie zu ermitteln. Fir den Beginn einer antiarrhythmischen Sota-
loltherapie sollte eine mittlere Erfolgswahrscheinlichkeit gewahlt werden, damit ein moglichst
grolRer Anteil an Patienten bereits von Beginn an ausreichend therapiert ist, gleichzeitig je-
doch eine nicht zu groRe QT-Intervallverlangerung auftritt. Daher wurde eine initiale Er-

folgswahrscheinlichkeit von 50 % als VVorgabe genommen. Aus der Graphik ergibt sich ein
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dafiir notwendiger Talspiegel von 0,4 pg/ml. Fiir die Fortfihrung der Therapie wurde als Ziel
eine Erfolgswahrscheinlichkeit von 90 % gewéhlt, um unter Zieldosisbedingungen mdoglichst
wenig Therapieversager zu erhalten. Hierflr ergibt sich ein Zieltalspiegel von 0,6 pg/mi
(Abb. 10). Einen Hinweis auf eine mdgliche Altersabhdngigkeit der wirksamen Sotalolkon-
zentrationen ergibt die Verteilung der Talspiegel mit dem Patientenalter nicht. Die Talspiegel

der Neugeborenen verteilen sich gleichmé&Rig tiber den gesamten Konzentrationsbereich.

1.4.6 Entwicklung eines altersabhangigen Dosierungsschemas

Die in Abschnitt 1.4.5 gezeigten Talspiegel von 0,4 bzw. 0,6 pg/ml fir eine 50- bzw. 90-
prozentige Wirksamkeitswahrscheinlichkeit wurden als Zieltalspiegel in das individuelle
pharmakokinetische Modell jedes Patienten eingesetzt, um die jeweils notwendigen Dosen zu
simulieren (Abschnitt 1.2.12). Die so simulierten Tagesdosen, normiert auf das Korperge-
wicht, sind in Abbildung 11 A dargestellt, wobei die Kreise die Startdosis und die schwarzen
Punkte die Zieldosis darstellen. Die Gruppeneinteilung der padiatrischen Patienten wurde hier
nicht nach CPMP durchgefiihrt, sondern dem Verlauf der berechneten Dosierungen angepasst.
Aus der Graphik ergibt sich fir Neugeborene bei einem Talspiegel von 0,4 pg/ml eine Start-
dosis von 2 mg/kg. Die Zieldosis fir einen Talspiegel von 0,6 pg/ml betragt hier 4 mg/kg.
Sauglinge und Kleinkinder bis zu einem Alter von sechs Monaten benétigen eine Dosis von
3 mg/kg fiir einen Talspiegel von 0,4 pg/ml und 5 mg/kg fir 0,6 pg/ml. Fir Kleinkinder zwi-
schen sechs Monaten und zwei Jahren wurde ebenfalls eine Startdosis von 3 mg/kg errechnet,
ihre Zieldosis liegt mit 6 mg/kg jedoch am hochsten. Kinder zwischen zwei und sechs Jahren
sollten mit 3 mg/kg als Start- und mit 5 mg/kg als Zieldosis wieder genauso therapiert werden
wie die Gruppe der Sauglinge und Kleinkinder. Kinder tber sechs Jahre kdnnen mit 2 mg/kg
als Start- und mit 4 mg/kg als Zieldosis wieder genauso behandelt werden wie die Neugebo-

renen.

Aus den simulierten Start- und Zieldosierungen wurde ein tbersichtliches Dosierungsschema
fir die Sotaloltherapie von péadiatrischen Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstérungen
entwickelt (Abb. 11 B). Dieses Dosierungsschema erméglicht eine Behandlung der Krankheit
mit einer initialen Erfolgswahrscheinlichkeit von 50 %. Bei Nichterfolg kann innerhalb des
Rahmens des Therapieschemas unter Beachtung moglicher unerwiinschter Arzneimittelwir-
kungen schnell bis zur effektiven Dosis hochdosiert werden, wobei die Erfolgswahrschein-
lichkeit auf 90 % steigt.
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Abbildung 11 Sotalol Start- und Zieldosis flir Kinder verschiedener Altersstufen

(A) Berechnete Sotaloltagesdosen (ber das Alter (logarithmisch) fir einen Sotaloltalspiegel von 0,4 pg/ml (o)
und 0,6 pg/ml (e) im steady state (8 h Dosierungsintervall). Die Simulation erfolgte auf Basis der vorliegenden
Patientendaten (n = 55) durch iterative Anndherung. Aus den errechneten Tagesdosen wurden altersabhéngige
Startdosen (----) und Zieldosen (——) entwickelt.
(B) Therapieschema mit Anfangsdosis (schwarze S&ulen) und Zieldosis (weifle Séulen) fir die Therapie von
supraventrikuldren Tachykardien mit Sotalol bei Kindern verschiedener Alterstufen (A).
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1.4.7 Vertraglichkeit von Sotalol

Die Sotaloltherapie wurde insgesamt gut vertragen. Bei sieben Patienten (13 %) traten uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen auf. Ein Patient klagte tber Miudigkeit. Zwei Patienten
(4 %) hatten eine leichte Bradykardie, die jedoch kein Herunterdosieren der Sotaloldosis er-
forderte. Bei einem weiteren Patienten (2 %) war eine Bradykardie, bedingt durch eine kurz-
fristige Niereninsuffizienz, zu beobachten, welche trotz niedriger Dosis hohe Sotalolspiegel
verursachte. In diesem Fall wurde die Dosis herabgesetzt. Bei keinem der Patienten kam es zu
einem proarrhythmischen Effekt im Sinne von Torsades-de-Pointes-Tachykardien oder ekto-
pen ventrikuldren Tachykardien. Eine QTc-Intervallverlangerung von tber 60 ms wurde bei
drei Patienten (5 %) festgestellt. Aufgrund der erhéhten proarrhythmischen Gefahr wurden

diese Patienten herunterdosiert.
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1.5 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Sotalol bei péadiatri-
schen Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstorungen:
Diskussion

1.5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden die Pharmakokinetik, die Pharmakodynamik sowie uner-

winschte Arzneimittelwirkungen des Beta-Rezeptorenblockers Sotalol bei pédiatrischen Pa-

tienten mit supraventrikuldren Tachykardien in Abhdngigkeit vom Lebensalter untersucht.

Mit den pharmakokinetischen und den pharmakodynamischen Daten wurde anschlief3end ein

PK-PD Modelling durchgefiihrt, um therapeutisch wirksame Plasmakonzentrationen bei Kin-

dern zu finden. Dies ermdglichte die Aufstellung einer Dosisrichtlinie fur die Therapie von

Kindern unterschiedlicher Altersstufen mit tachykarden Herzrhythmusstérungen mit dem Er-

gebnis einer schnellen, sicheren und effektiven Arzneitherapie mit Sotalol. Im Folgenden

werden die Hauptergebnisse dieser Studie zusammengefasst und nachfolgend diskutiert.

e Es wurde eine erhdhte Empfindlichkeit der sotalolvermittelten QT-
Intervallverlangerung bei Neugeborenen gegeniber Kindern und Jugendlichen festge-
stellt. Diese basiert auf der Blockade kardialer Kaliumkanéle, welche fir die Repolari-
sationsphase des kardialen Aktionspotenials verantwortlich sind. Die QT-
Intervallverlangerung war bei den Neugeborenen bei gleicher Sotalolkonzentration im

Mittel etwa doppelt so hoch wie bei Kindern und Jugendlichen.

» Es wurden die therapeutisch wirksamen Plasmakonzentrationen flr eine Sotalolthera-
pie von Kindern mit tachykarden Herzrhythmusstérungen bestimmt. Fir den Beginn
einer Sotaloltherapie sollten 0,4 pg/ml als Talspiegel angestrebt werden, dies ent-
spricht einer Erfolgswahrscheinlichkeit von 50 %. Bei unzureichender Therapie kann
auf eine Konzentration von 0,6 pug/ml und damit auf eine Erfolgswahrscheinlichkeit

von 90 % erhoht werden.

o Auf dieser Basis und unter Berlicksichtigung der altersabhéngigen Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik wurde eine altersabh&ngige Dosisempfehlung fur die Therapie
tachykarder Herzrhythmusstérungen bei padiatrischen Patienten mit Sotalol entwi-
ckelt, die folgendermassen aussieht: Neugeborene werden initial mit 2 mg/kg/Tag the-
rapiert und bei Bedarf auf 4 mg/kg/Tag hochdosiert. Sduglinge und Kleinkinder bis zu
sechs Monaten erhalten initial 3 mg/kg/Tag und bei Unwirksamkeit bis zu
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5 mg/kg/Tag. Kleinkinder von sechs Monaten bis zwei Jahren bekommen zu Beginn
ebenfalls 3 mg/kg/Tag mit der Mdglichkeit, auf bis zu 6 mg/kg/Tag zu erhéhen. Kin-
der zwischen zwei und sechs Jahren werden wieder genauso dosiert wie die Kleinkin-

der, und Kinder Uber sechs Jahre Alter wieder so wie die Neugeborenen.

1.5.2 Konzentrationsabhangiger Effekt von Sotalol bei Kindern

Die sotalolvermittelte Blockade der myokardialen Kaliumkanéle zeigte bei Kindern aller Al-
terstufen einen konzentrationsabhangigen Effekt. Mit steigender Plasmakonzentration von
Sotalol nimmt die Blockade zu, was sich in der linearen Zunahme der QT-Intervall-
Verlangerung im Oberflachen-EKG widerspiegelt. Dies entspricht Erkenntnissen aus Unter-
suchungen an Erwachsenen. Wang et aI.Qbeschrieben 1986 einen konzentrationsabhé&ngigen
Klasse I11-Effekt von Sotalol. Barbey et al.mbeobachteten bei Erwachsenen einen Anstieg der

QT-Intervallverlangerung linear zur gemessenen Sotalolplasmakonzentration.

Im Laufe der vorliegenden Untersuchungen wurde an einem kleineren Kollektiv bereits ein
linearer Zusammenhang zwischen Sotalolkonzentration und QTc-Intervallverlangerung bei
Kindern beschriebeng.| Die Ergebnisse aus den Untersuchungen dieser Arbeit bestétigen diese

Beobachtungen.

1.5.3 Altersabhangige Unterschiede in der Pharmakodynamik von Sotalol

Vergleicht man die Quantitat des Effekts zwischen den verschiedenen Altersgruppen, so zeigt
sich, dass Neugeborene in der vorliegenden Studie empfindlicher auf die durch Sotalol ver-
mittelte herzfrequenzkorrigierte QT-Intervallverlangerung reagierten als altere Patienten
(Abb. 9). Die Empfindlichkeit nahm von den Neugeborenen Uber die S&uglinge bis zu den
Kleinkindern von einem halben Jahr ab und blieb dann konstant. Bei &lteren padiatrischen
Patienten lagen die Werte fir die QT-Intervallverlangerung auf dem Niveau von Erwachse-
nen. Eine erhdhte Wirksamkeit der antiarrhythmischen Therapie konnte in der Gruppe der
Neugeborenen und Sauglinge nicht festgestellt werden, da die Plasmaspiegel bei effektiver
Therapie mit denen alterer padiatrischer Patienten auf gleichem Niveau lagen. Es ist jedoch
maoglich, dass das Risiko fur ein proarrhythmisches Ereignis durch die grofiere Empfindlich-

60 Wang et al. (1986)
61 Barbey et al. (1999)
62 Vgl. Saul et al. (2001a)
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keit in dieser Altergruppe gesteigert ist, da unter gleichen Plasmakonzentrationen stérkere
Verlangerungen des QT-Intervalls auftraten als bei dlteren pédiatrischen Patienten. Dies mus-

sen folgende Studien klaren.

Diese altersabhéngige Pharmadynamik erweitert unsere Erkenntnisse aus den erst kirzlich
publizierten Untersuchungen an Kindern mit SVT/VT, welche ebenfalls mit Sotalol therapiert
wurdeng. Die Arbeitsgruppe von Saul untersuchte die Pharmakodynamik von Sotalol bei
sechs Neugeborenen, acht Sauglingen und Kleinkindern und neun Kindern zwischen zwei und
zwolf Jahren. In dieser Untersuchung wurde bei Patienten mit einer Korperoberflache von
weniger als 0,33 m? eine starkere QT-Intervallverlangerung bei gleicher (kérperoberflachen-
normierter) Sotaloldosis im Vergleich zu groReren Patienten festgestellt. Diese Beobachtung
wurde von Saul et al. (2001a) einer erhdhten Arzneimittelexposition zugeschrieben, da bei
Neugeborenen und S&uglingen der Nierenreifungsprozess noch nicht abgeschlossen ist und
Sotalol dementsprechend langsamer eliminiert wird. Ein PK-PD Modelling wurde jedoch
nicht durchgefiihrt. Eine erhdhte Arzneimittelexposition bei Neugeborenen im Vergleich zu
Kindern und Jugendlichen bei vergleichbarer Dosis konnte in unseren Untersuchungen besté-
tigt werden (Abb. 8). Eine starkere QTc-Intervallverlangerung bei Neugeborenen im Ver-
gleich zu Kindern und Jugendlichen ist jedoch nur zum Teil auf die erhohte Sotalolexposition
durch die langsamere Elimination zu erkldren. In unserer Untersuchung zeigten Neugeborene
zusatzlich zu der erhohten Arzneimittelexposition eine deutlich erhdhte Empfindlichkeit ge-
genuber der sotalolinduzierten QTc-Intervallverldngerung bei gleicher Arzneimittelexposition
(Abb. 9 A/B). Bei Neugeborenen tritt demnach bei gleichen Plasmakonzentrationen eine star-
kere QTc-Intervallverlangerung als bei &lteren padiatrischen Patienten auf. Dies kdnnte so-
wohl eine hohere Effektivitat der Therapie bei Neugeborenen als auch ein erhéhtes pro-
arrhythmisches Risiko bedeuten. Fur Aussagen diesbezuglich ist jedoch die Patientenzahl in

dieser Studie zu gering. Im Gegensatz dazu fanden Shi et al.mbei

einer populationspharmako-
kinetisch-pharmakodynamischen Analyse der Daten von Saul et aI.leine erhdhte Empfind-
lichkeit der sotalolinduzierten QTc-Intervallverlangerung. Dies ist mdglicherweise bedingt
durch die grof3e interindividuelle Variabilitdt der pharmakodynamischen Daten in Zusam-
menhang mit einer geringeren Patientenzahl, da in der Untersuchung von Shi et al. bzw. Saul

et al. fur die pharmakodynamische Analyse nur 22 Patienten zur Verfiigung standen, von de-

63 Vgl. Saul et al. (2001a)
64 Shi et al. (2001)
6 Saul et al. (2001a)
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nen sechs der Gruppe der Neugeborenen zuzuordnen sind. In der vorliegenden Arbeit konnten
32 Patienten pharmakodynamisch analysiert werden, unter ihnen neun Neugeborene, so dass
die Patientenzahl sowohl in der Neugeborenengruppe als auch insgesamt um etwa 50 % er-
hoht ist. Dies erhoht die Aussageféhigkeit der Ergebnisse.

Die QT-Intervallverlangerung durch Sotalol ist Ausdruck der Blockade von myokardialen
Kaliumkandlen, welche fiir die Repolarisation der Herzmuskelzellen verantwortlich sind. Die
Blockade dieser Kanale fuhrt zu einer Verlangerung des Aktionspotentials, was sich in einer
QT-Intervallverlangerung niederschléagt. Verschiedene Kaliumkanéle sind an der Repolarisa-
tion der myokardialen Zellen beteiligt. Sotalol blockiert wie das reine Klasse IlI-
Antiarrhythmikum Dofetilidgden verzogerten Gleichrichterstrom Ik, und damit den Kalium-
ionenkanal HERG. Als Ursache flr eine Veranderung der Empfindlichkeit fur die Blockade
durch Sotalol ist daher ein Reifungsprozess der myokardialen Kaliumkanédle moéglich. Daten
fur Kinder sind jedoch bisher nicht vorhanden. Untersuchungen an Kardiomyozyten unter-
schiedlicher Spezies haben gezeigt, dass es an dem lonenkanal HERG zu altersabhangigen
Veranderungen beztglich der Empfindlichkeit kommtE.I Jedoch sind die Befunde wider-
spruchlich. Houyel et al. und Moak beobachteten eine erhohte Empfindlichkeit bei neonatalen
Hunden bzw. isolierten neonatalen Purkinjefasern von Hunden. Hingegen fanden Yabek et al.
am isolierten Hundemyokard eine herabgesetzte Empfindlichkeit, die sich mit zunehmendem
Alter an adulte Werte anglich. Wang et aI.Qhaben an Kardiomyozyten von M&usen wiederum
eine erhohte Empfindlichkeit bei fetalen im Vergleich zu adulten Zellen gefunden. Als Ursa-
che wird jeweils eine Unreife im Reizleitungssystem des Herzens postuliert. Diese Unreife
konnte verschiedene Ursachen haben. Moglich wére eine geringere Anzahl von funktionell
aktiven Kaliumkandlen im Neugeborenen- und Sauglingsalter. Andererseits besteht auch die
Madglichkeit einer strukturellen Verédnderung mit einer erhohten Affinitat von Sotalol zum
Kanal im frihen Kindesalter. Dies herauszufinden bedarf noch einer genauen elektrophysio-

logischen und molekularbiologischen Untersuchung.

Die Blockade von Ik, betrifft nicht nur kardial wirksame Arzneistoffe wie Sotalol und Dofeti-

lid. Auch nicht kardial wirksame Substanzen wie Terfenadin, Cisaprid, Erythromycin oder

66 Vgl. Gwilt et al. (1991)
67 Vgl. Houyel et al. (1992); Moak (1991); Yabek et al. (1988)
68 Wang et al. (1996, 2000)
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ClarithromycinEI kdnnen diesen Kaliumkanal konzentrationsabhangig blockieren und somit
eine Verlangerung des QT-Intervalls verursachen, was zu unerwinschten kardialen Arznei-
mittelwirkungen fihren kann. Daher kann eine erhdhte Empfindlichkeit von Neugeborenen
und Sduglingen gegenuber einer Blockade von Ik, bei der Therapie verschiedenster Erkran-
kungen in dieser Altersgruppe eine Rolle spielen. Gerade Erythromycin wird haufig, meist in
Form von Séften, in der Padiatrie angewendet. Vor allem bei Kombinationen von mehreren
das QT-Intervall verlangernden Arzneimitteln muss mit proarrhythmischen Effekten gerech-
net werden. Deshalb sollten Kombinationen von Arzneistoffen mit QT-
intervallverlangerndem Effekt bei Neugeborenen und S&uglingen wenn mdglich vermieden

werden.

1.5.4 Wirksame Sotalolplasmakonzentrationen bei padiatrischen Patienten mit tachy-
karden Herzrhythmusstérungen

Bei 15 Patienten mit SVT im Alter zwischen elf Tagen und 13 Jahren wurden minimale effek-
tive Sotalolplasmakonzentrationen von 0,21 bis 1,05 pug/ml gefunden, wobei die dazugehori-
gen Spitzenkonzentrationen zwischen 0,29 und 2,0 pg/ml lagen. Bislang gibt es nur bei er-
wachsenen Patienten Untersuchungen, welche eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung fur
die antiarrhythmische Therapie mit Sotalol belegenE‘.I Die ECs, fur die Beta-
Rezeptorenblockade lag dort bei 0,80 pg/ml, wahrend fir einen signifikanten Klasse IlI-
antiarrhythmischen Effekt mit 2,55 pg/ml deutlich héhere Sotaloltalspiegel notwendig waren.
Die in dieser Studie untersuchten 17 Patienten waren jedoch durchschnittlich 55 Jahre alt,
hatten ventrikuldre Tachykardien und vielfach zuséatzlich eine Herzinsuffizienz. Teilweise
waren die Patienten vorher schon mit einem Beta-Rezeptorenblocker erfolglos therapiert wor-
den. Aufgrund dieser Unterschiede ist diese Patientengruppe mit dem vorliegenden Kollektiv
von Kindern nicht zu vergleichen und die Ergebnisse nicht auf Kinder bertragbar. Fir Kin-

der selbst existieren solche Untersuchungen bisher nicht.

Ein Einfluss des Patientenalters auf die antiarrhythmische Wirksamkeit der Sotaloltherapie
konnte in der Untersuchung nicht beobachtet werden. Aufgrund der verschiedenen pathophy-
siologischen Ursachen fir die diagnostizierte Tachykardie und der geringen Fallzahlen kann
hier jedoch keine Aussage Uber den Einfluss des Patientenalters auf die antiarrhythmische

69 Vgl. Redfern et al. (2002)
o Vgl. Wang et al. (1986)
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Wirksamkeit gemacht werden. Weitere Studien mit grofReren Patientenzahlen sind daftr not-

wendig.

1.5.5 Entwicklung eines altersabhangigen Dosierungsschemas

Mithilfe eines pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Modellings wurde ein altersabhan-
giges Dosierungsschema mit Start- und Zieldosis auf Basis einer 50- und 90-prozentigen Er-
folgswahrscheinlichkeit flr eine Sotaloltherapie entwickelt. Ein solches Dosierungsschema ist
bislang in der Literatur nicht beschrieben. Die bisher verwendeten Dosierungsschemata fur
die Behandlung tachykarder Herzrhythmusstérungen bei Kindern basierten auf den Daten aus

b

rechnet, oder es handelte sich um zufallig empirisch gefundene Werte. Erst seit kurzem liegen

Studien mit Erwachsenen*und wurden in Abhdngigkeit vom jeweiligen Kdrpergewicht be-
pharmakokinetische Daten fur die Sotaloltherapie bei Kindern vorl'z.I Die vorliegenden Ergeb-
nisse ermoglichen daher erstmals eine wissenschaftlich fundierte Therapie von tachykarden
Herzrhythmusstoérungen bei Kindern mit einem altersabhangigen Dosierungsschema auf der
Basis pharmakokinetischer und pharmakodynamischer Daten. Dabei ist jedoch stets der mdg-
liche proarrhythmische Effekt von Sotalol zu berticksichtigen. Aufgrund der erhohten Emp-
findlichkeit der Neugeborenen gegenuber der sotalolinduzierten QTc-Intervallverlangerung
sowie der langsameren Ausscheidung sollte diese Altersgruppe mit Sotalol nur besonders vor-

sichtig therapiert werden. Gegebenenfalls sollte auf einen anderen Arzneistoff ausgewichen

werden.
n Vgl. Wang et al. (1986)
2 Vgl. Léer et al. (2001a) ; Saul et al. (2001a/b)
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2 In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

2.1 Intraventse Mikrodialyse fir pharmakokinetische Untersuchungen

2.1.1 Intravendse Mikrodialyse als Ersatz fur Blutentnahmen

Klinisch pharmakokinetisch-pharmakodynamische Untersuchungen, wie sie im vorangegan-
genen Teil beschrieben wurden, gestalten sich bei padiatrischen Patienten aufgrund verschie-
dener Faktoren prinzipiell komplizierter als bei Erwachsenen (Abschnitt 1). Je nach zu unter-
suchender Krankheit ist die Anzahl an Patienten sehr begrenzt. Dadurch geht zum einen die
Motivation fur eine Untersuchung nur von wenigen Patienten, Eltern oder Untersuchenden
aus. Zum anderen bleibt aber auch die Aussagefahigkeit der Ergebnisse gering. Letzteres wird
auch bedingt durch eine geringere Verfligbarkeit von biologischem Untersuchungsmaterial.
Maximal 5 ml Blut pro Kilogramm Kdorpergewicht dirfen einem Kind innerhalb weniger Wo-
chen abgenommen werdenl';| Fur eine pharmakokinetische Untersuchung sind jedoch in Ab-
héngigkeit vom jeweils verwendeten pharmakokinetischen Modell wenigstens neun Blutpro-
ben (je 1-2 ml) fir die Beschreibung der pharmakokinetischen Phasen Aufnahme, Verteilung
und Elimination notwendig (drei pro Phase). Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind in Deutschland
Untersuchungen nur an kranken Kindern zugelassen, die auch einen individuellen Nutzen aus
der Untersuchung ziehen sollenlzz.| Im Rahmen der Routinediagnostik bei kranken Kindern
sind jedoch in der Regel ebenfalls Blutentnahmen notwendig, die dann die ohnehin geringe
verfugbare Blutmenge weiter reduzieren oder vollstdndig aufbrauchen. Die Auswertung we-
niger Datenpunkte (sparse data sampling) durch eine populationspharmakokinetische Analyse
stoBt hier an ihre Grenzen, da die Prézision der gewonnenen Daten durch Aufzeichnungsfeh-
ler oder Complianceprobleme héufig zu schlecht ist Die Methode der Mikrodialyse dagegen
ermoglicht prinzipiell eine Vielzahl von Proben aus Korperflussigkeiten ohne die gleichzeiti-
ge Entnahme von korpereigenem Material. Eine intraventse Anwendung dieser Technik um-
geht die Limitierung der Messpunkte durch das verfuigbare Blutvolumen. Nachdem im ersten
Teil dieser Arbeit (Abschnitt 1) die Bedeutung von pharmakokinetisch-
pharmakodynamischen Untersuchungen flr die Therapie padiatrischer Patienten néher erlau-
tert wurde, sollte nun eine intravends anwendbare Mikrodialysemethode zur Vereinfachung
solcher Untersuchungen entwickelt werden. Um optimale Bedingungen fir eine intravendse

Anwendung dieser Technik zu erhalten, wurde in diesem zweiten Teil der vorliegenden Ar-

s Vgl. Warkentin (1997)
“ Vgl. § 40 Abs. 4 S. 1-2 AMG
75 Vgl. Urquhart (1994)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

beit eine in vitro Methode zur Bestimmung von Sotalolkonzentrationen aus Vollblut entwi-
ckelt. Diese Methode sollte anschlieBend in vivo gestestet werden. Fur die Entwicklung einer

solchen in vitro Mikrodialysemethode ergaben sich folgende Fragestellungen:

» Ist die Bestimmung absoluter Sotalolkonzentrationen aus Vollblut mit Mikrodialyse mog-
lich?

* Welches Perfusionsmittel eignet sich flr die intraventse Mikrodialyse?

» Welche Perfusionsgeschwindigkeit muss fiir die Bestimmung von Sotalol verwendet wer-

den?

2.1.2 Funktionsprinzip Mikrodialyse

Das Prinzip der Mikrodialyse wurde Anfang der 70iger Jahre des letzten Jahrhunderts von
dem Schweden Urban Ungerstedt erstmals angewendetE:I Die Methode wurde zundchst rein
experimentell angewendet, vor allem bei Nagern zur Beobachtung von Neurotransmitterbe-
wegungen im zentralen Nervensystem. Seit Ende der 80iger Jahre erfolgt zunehmend auch
eine experimentelle Anwendung am Menschen, vorwiegend im zentralen Nervensystem und
in peripherem Muskel- und Fettgewebe. In den letzen Jahren wurde die Technik auch im kli-
nischen Alltag angewendet, z. B. in der Neurologie'”_'.| Mikrodialyse arbeitet nach dem Prinzip
der Osmose und ermdglicht die Untersuchung von Flussigkeiten in nahezu jedem Bereich des
Korpers. Verwendet werden schmale Mikrodialysesonden (Abb. 12), welche in das zu unter-
suchende Gewebe implantiert werden. Die Sonden bestehen aus zwei konzentrischen Rohren.
Das Lumen der Sonde wird Uber eine Pumpe mit einer Perfusionsflissigkeit durchspult, die
der interstitiellen Fllssigkeit des umgebenden Gewebes in ihrer Zusammensetzung maoglichst
ahnlich ist. Haufig verwendet werden z. B. isotonische Kochsalzlésung oder Ringerlésung.
Die Perfusionsflissigkeit (Perfusat) gelangt uber die innere Rohre in die Sonde hinein und
uber die &ulRere Rohre wieder heraus. Am Ende der auBeren Rohre befindet sich eine Memb-
ran, Uber die ein Stoffaustausch zwischen umgebender Flussigkeit und Lumen der Sonde statt-
findet. Die GroRe der Ubertretenden Molekile wird durch die PorengrélRe der Membran be-

stimmt (5-20 kD). Die aus der Sonde gelangende Flussigkeit wird als Dialysat bezeichnet.

7 Vgl. Ungerstedt und Pycock (1974)
" Vgl. Miiller (2002)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen
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Abbildung 12 Schematische Zeichnung einer Mikrodialysesonde

Zwei konzentrische Rohren bilden die dargestellte Mikrodialysesonde. Durch die Einlassrohre wird mithilfe
einer Pumpe eine Perfusionslésung ahnlich der interstitiellen Flissigkeit in die innere Réhre gepumpt. Die Mik-
rodialyse arbeitet nach dem Prinzip der Osmose. Durch die Membran (gestrichelte Linie) findet der Stoffaus-
tausch mit der Umgebung statt. Kleinere Molekile wie Elektrolyte, Wasser, Transmitter und (die meisten) Arz-
neistoffe aus der Umgebung der Sonde (graue Kugeln) oder der Perfusionsflissigkeit (weille Kugeln) kénnen im
Gegensatz zu Makromolekiilen oder Zellen die Membran ungehindert passieren. Am Auslass wird die Perfusi-
onsldsung als Dialysat zeitlich fraktioniert gesammelt.

Das gebildete Dialysat wird in zeitlichen Fraktionen gesammelt und anschlieRend analysiertE.I
Meistens ist fur die Analyse keine weitere Aufarbeitung notwendig, da Proteine und andere
Makromolekiile die Membran nicht passieren kénnen. Idealerweise diffundieren die Analyten
bis zum vollstandigen Konzentrationausgleich. Dies ist jedoch in der Praxis h&ufig nicht mog-
lich. Limitierende Faktoren auf der Seite der Mikrodialyse sind die Durchléssigkeit der

Membran je nach PorengrélRe und die Geschwindigkeit, mit der die Perfusionslésung durch

78 Vgl. Ungerstedt (1997)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

die Sonde fliel3t. Ein weiterer Faktor ist der spezifische Diffusionskoeffizient der betrachteten
Substanz, welcher durch die jeweilige Teilchengréfie mitbestimmt wird. Auch die Gewebeart,
in welche die Sonde implantiert wird, beeinflusst durch die Menge an interstitieller Fllssig-
keit die Diffusion in die Mikrodialysesonde. Die anteilige Konzentration eines Analyten im
Dialysat an der tatsdchlichen Konzentration im umgebenden Gewebe wird relative Wieder-
findung genannt und nachfolgend nur als Wiederfindung bezeichnet. Es sei aber erwéhnt, dass
die absolute Wiederfindung die gesammelte Stoffmenge unabhéngig von der Konzentration

benennt.

Fur die quantitative Bestimmung von Substanzen in Geweben mit Hilfe der Mikrodialyse ist
es von entscheidender Bedeutung, die Wiederfindung (recovery) der untersuchten Substanz zu
bestimmen. Um die Wiederfindung einer Substanz zu bestimmen sind verschiedene Kalib-
riermethoden etabliert worden. Die No Net Flux-Methode gehort zu den am hé&ufigsten ange-
wendeten KalibriermethodenE:I Dabei werden durch die bereits implantierte Mikrodialyseson-
de vor Beginn der Untersuchung Perfusionslésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen
der zu untersuchenden Substanz gepumpt. Veréndert sich die Konzentration in einer Perfusi-
onslésung nicht, so entspricht diese der tatséchlichen Konzentration. Mit den Verhéltnissen
zwischen Perfusatkonzentration und Dialysatkonzentration wird eine lineare Regression
durchgefuhrt. Die Steigung der resultierenden Geraden entspricht dabei der Wiederfindung.
Eine weitere Methode ist die Retrodialyse. Bei dieser Methode wird ebenfalls vor Beginn der
Untersuchung eine Perfusionslésung mit der zu untersuchenden Substanz gepumpt. Da die
Diffusion durch eine Membran in beide Richtungen im gleichen Ausmass verlauft, lasst sich
aus der Auswartsdiffusion (Retrodialyse) auf die Einwartsdiffusion schlielen. Mit einem in-
ternen Standard zur Bestimmung der Wiederfindung, wie es Wong et al.mbei Mikrodialyse-
untersuchungen im zentralen Nervensystem von Kaninchen verwendet haben, kann fir jedes
einzelne Dialysat die Wiederfindung bestimmt werden. Wong et al. hatten in ihren VVersuchen
dem Perfusat einen der untersuchten Substanz in ihren physikochemischen Eigenschaften
ahnlichen Stoff zugefiigt und aus der Auswartsdiffusion im Sinne einer Retrodialyse die Wie-

derfindung bestimmt. Auf dieses Prinzip wurde bei der vorliegenden Untersuchung zuriickge-

griffen.
o Vgl. Wang et al. (1993)
80 Wong et al. (1992)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

Hauptvorteil der Mikrodialyse ist ihre geringe Invasivitat. Zwar muss eine Mikrodialysesonde
in das zu untersuchende Gewebe implantiert werden, aber es wird weder Gewebe noch Flis-
sigkeit entnommen. Auch die durch Mikrodialyse entstehenden Gewebeschdden sind sehr
gering. Daraus resultiert die Moglichkeit, Konzentrationen von Arzneistoffen oder endogenen
Substanzen in Geweben (ber einen langeren Zeitraum zu beobachten, wie es beispielsweise
bei der Betrachtung von Stoffwechselverdnderungen im Muskelgewebe notwendig ist. Bisher
ist es ausschliellich moglich gewesen, Uber einzelne Biopsien Informationen Uber Stoffkon-
zentrationen in Geweben zu erhalten. Weiterhin wird per Mikrodialyse nur die proteinunge-
bundene Fraktion eines Arzneistoffs gesammelt. Da nur der ungebundene Anteil auch ver-
antwortlich fr die Wirkung eines Arzneistoffs ist, eignet sich die Mikrodialyse besonders gut
fiir ein PK-PD-Modelling. Dies wurde bei Untersuchungen mit Antibiotika bereits gezeigtE.I
Aus diesen Griinden ist eine intravendse Anwendung der Mikrodialyse vorteilhaft gegeniiber

der konventionellen Bestimmung der Plasmakonzentrationen.

2.1.3 Anwendungsmoglichkeiten der Mikrodialyse

Mikrodialysesonden konnen praktisch in jedes Korpergewebe implantiert werden. Friiher aus-
schlie3lich experimentell eingesetzt, findet die Methode jetzt vermehrt auch Anwendung in
Klinischen AufgabenfeldernE.I Beispielsweise ist es mit dieser Technik gelungen, intrazerebra-
le Stoffwechselprozesse bei Patienten mit Kopfverletzungen zu beobachten und dadurch
schwere Folgeschaden zu verhinderng. Die Uberwachung solcher Patienten mit intrazerebra-
ler Mikrodialyse ist daher auf schwedischen Intensivstationen bereits Routine geworden. Bo-
linder et al.mgelang mit Hilfe subkutaner Mikrodialyse die kontinuierliche Bestimmung von
Glukosekonzentrationen. Dadurch konnte die Insulinversorgung von schwer einstellbaren
Diabetikern stationar optimiert werden. Auch bei intensivmedizinisch versorgten Sdauglingen
hilft die subkutane Mikrodialyse, friihzeitig Stoffwechselentgleisungen wie niedrige Glukose-

bl

spiegel zu erfassen und so Folgeschéden zu vermeiden®:

Nur wenige intravendse Mikrodialyseuntersuchungen wurden bislang am Menschen durchge-

fUhrtE.| In diesen Untersuchungen wurden endogene Parameter wie Serotoninplasmakon-

8l Vgl. Liu et al. (2002)

8 Vgl. Miiller (2002)

8 Vgl. Stahl et al. (2001)

8 Vgl. Bolinder et al. (1993)

& Vgl. Baumeister et al. (2001)

8 Vgl. Pdez und Hernandez (1998); Stjernstrém et al. (1993); Castejon et al. (1999)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

k] da]

zentrationen*=oder Laktat-, Pyruvat- und Glukoseplasmakonzentrationen®*-gemessen. Phar-

makokinetische Fragestellungen wurden bislang nicht untersucht.

Fur kleine Tiere (vorwiegend Ratten) wurde die intravendse Mikrodialyse kurzlich zur Be-
stimmung pharmakokinetischer Parameter entdecktE,| wobei die Motivation flr die Anwen-
dung dieser Technik hier ebenfalls die Einsparung von Blutentnahmen war. Da bei Ratten
eine ausreichende Probenanzahl fir ein pharmakokinetisches Profil durch Blutproben nicht
erreichbar ist, wurde bisher aus den Daten mehrerer Ratten ein Profil zusammengesetzt. Dies
hat den Nachteil, dass interindividuelle Differenzen die Ergebnisse verfélschen kdnnen. Intra-
vendse Mikrodialyse ermdglicht nun das kontinuierliche Sammeln von Arzneistoffkonzentra-
tionen und damit die Bestimmung der Pharmakokinetik eines Arzneistoffs bei einer einzelnen
RatteE.I Jedoch wurde auch hier auf eine durchgangige Kontrolle der Wiederfindung verzich-

tet, so dass Anderungen in der Wiederfindung nicht auszuschlieRen sind.

2.1.4 Ziel der Untersuchungen

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit sollte eine Testapparatur zur Bestimmung von Bedin-
gungen fir eine intravasale Mikrodialysemethode konstruiert werden. Diese Apparatur sollte
zur Entwicklung einer Mikrodialysemethode zur intravenésen Bestimmung von Sotalol die-
nen. Zwar haben Vergleiche zwischen Untersuchungen mit kinstlicher Zerebrospinalflissig-
keit in in vitro-GefaRen und in vivo-Mikrodialyseexperimenten im Hirngewebe gezeigt, dass
die Wiederfindung in vitro und in vivo nicht identisch istE.I Jedoch im Unterschied zu Unter-
suchungen in Geweben wie Hirn oder Muskel, bei denen die Zellen eine Diffusionsbarriere
darstellen, welche in vitro nur schlecht zu simulieren ist, kénnen in vitro-Untersuchungen fir
intravendse Zwecke im ,,Originalmedium* Blut durchgefiihrt werden. Daher wird erwartet,
dass die Wiederfindung von in vitro-Mikrodialyseexperimenten in Blut vergleichbar mit in-
travendsen in vivo-Untersuchungen ist. Falls dies nicht der Fall sein sollte, so ist dennoch eine
in vitro Bestimmung optimaler Bedingungen notwendig, bevor die Anwendung am Menschen
stattfinden kann. Als Pilotsubstanz wurde Sotalol verwendet. Sotalol eignet sich aufgrund
seiner physikochemischen Eigenschaften besonders gut fur die Etablierung einer intravendsen
Mikrodialysemethode zur Bestimmung von pharmakokinetischen Parametern. Seine fehlende

8 Vgl. Paez und Hernandez (1998); Castejon et al. (1999)

8 Vgl. Stjernstrom et al. (1993)

8 Vgl. Opezzo et al. (2001); Hocht et al. (2003); Hocht et al. (2004)
% Vgl. Opezzo et al. (2001); Hocht et al. (2003)

o Vgl. Glick et al. (1994)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

Bindung an Plasmaproteine l&sst den Arzneistoff ungehindert durch die Membran der Mikro-
dialysesonde diffundieren. Dies erleichtert die anschlieBende Analytik, da hthere Konzentra-
tionen in der Perfusionsflissigkeit erreicht werden. Aufierdem wird die Substanz nicht meta-

bolisiert, so dass keine Metaboliten mitbestimmt werden mussen.
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

2.2 Invitro-Mikrodialyse: Methoden

2.2.1 Invitro-System Mikrodialysezelle

Um die Ubertragbarkeit der in vitro-Ergebnisse auf die in vivo-Bedingungen zu gewéhrleis-
ten, wurde das in vitro-Testsystem Mikrodialysezelle (Abb. 13) so konzipiert, dass die Bedin-
gungen in der Zelle eng an die in vivo vorherrschenden Bedingungen angelehnt sind. Da die
Mikrodialysezelle inert gegentiber verschiedensten Inhaltsstoffen in den Untersuchungsme-

dien sein sollte, wurde sie aus Glas gefertigt.

Pumpe Glasstopfen NS 29
Einlass
— B
i.v. Katheter
Auslass
= Membran

wuw 08T

Probevolumen mit

Mikrodialysesonde Untersuchungsmedium

L Rihrkern
Silikonseptum

Mikrodialysat

1 <€— Wasser (37 °C)

|—20mm—|

Magnetrihrer

Abbildung 13 Schematische Darstellung der Mikrodialysezelle

Mikrodialysezelle zur in vitro-Bestimmung von Mikrodialysebedingungen fir in vivo-Untersuchungen. Die
Mikrodialysezelle ist ein doppelwandiges Glasgefal mit integrierter Wasserheizung und einem Probevolumen
von maximal 20 ml (Innendurchmesser 20 mm). In dieses Probevolumen wurden Ringerlésung, Plasma oder
Vollblut gefullt und mittels Rihrkern gertihrt. Die Mikrodialysesonde wurde seitlich Giber einen intravendsen
Katheter (i.v.-Katheter) in das Probevolumen eingefihrt. Zum Schutz vor Verdunstung war die Zelle mit einem
Glasstopfen verschlossen. Uber den Einlass wurde die Perfusionslosung in die Mikrodialysesonde hineinge-
pumpt und am Auslass als Dialysat fraktioniert gesammelt.

Notwendige Bedingung flr die Mikrodialysezelle war eine Temperierbarkeit auf Korpertem-
peratur (37 °C). Daher wurde die Mikrodialysezelle doppelwandig konstruiert und an ein

temperiertes Wasserbad angeschlossen. Eine kontinuierliche Durchmischung des Untersu-
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chungsmediums war ein weiterer wichtiger Aspekt, damit zwischen Innen- und AuRenseite
der Membran der Sonde, wie im intravendsen Blutstrom, stets ein Konzentrationsgradient
herrschte. Dies wurde durch die Verwendung eines Rulhrkerns in Verbindung mit einem
Magnetrihrer unter der Mikrodialysezelle erreicht. Aufierdem musste das Testsystem die ein-
fache Einfuhrbarkeit einer Mikrodialysesonde ermdéglichen. Zu diesem Zweck wurde ein Ein-
fihrungskanal seitlich an die Mikrodialysezelle angebracht und mit einem Silikonseptum ver-
schlossen, so dass Venenverweilkatheter unterschiedlicher GréRRen zur Einfuhrung verschie-
dener Sonden verwendet werden konnten. Das Probevolumen wurde mit maximal 20 ml mdg-
lichst gering gehalten, da als Untersuchungsmedium auch Vollblut verwendet werden sollte
und die Verfiigbarkeit hier gering ist.

2.2.2 Untersuchungsmedien

In das Probevolumen der Mikrodialysezelle wurden verschiedene Untersuchungsmedien ge-
geben. Zuné&chst wurde Ringerlésung (Delta Pharma, Pfullingen) als Medium gewéhlt, um die
Diffusionseigenschaften von Sotalol durch die Membran der Sonde zu untersuchen. In einem
zweiten Schritt wurde Blutplasma als Medium verwendet, und als letzter Schritt VVollblut. Das
Vollblut wurde gesunden Freiwilligen entnommen und sofort verwendet. Wirkstofffreies
Plasma aus der Blutbank des Universitéatsklinikums Hamburg-Eppendorf wurde bei -80 °C
gelagert und vor den Versuchen bei 37 °C aufgetaut. Das eingefillte Volumen betrug 15,0 ml.
Zu dem jeweiligen Untersuchungsmedium wurden 300 pl der Sotalolstammlésung
(57,5 pg/ml) hinzugegeben. Dies ergab eine Sotalolkonzentration von 1,15 pg/ml, welche im

therapeutischen Bereich von Sotalol fur Erwachsene IiegtE.|

2.2.3 Verwendete Mikrodialysesonden

Zwei verschiedene Mikrodialysesonden wurden verwendet. Da das Ziel der Methode eine
intravendse Anwendung am Neugeborenen und Saugling war, wurde der Durchmesser der
Sonde maoglichst gering gewahlt. Die zundchst verwendeten Sonden besalen eine Polyamid-
membran (PA) mit einem molekularen Cut-off von 20 kD und hatten einen Durchmesser von
0,6 mm. Der Schaft der Sonde hatte einen Durchmesser von 0,9 mm. Der zweite Sondentyp
besal’ eine Cuprophanmembran (CUP) mit einem Cut-off von 6 kD und einem Durchmesser

von 0,24 mm (Schaftdurchmesser 0,24 mm). Beide Membranen waren 20 mm lang.

% Vgl. Wang et al. (1986)
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2.2.4 Perfusionslésungen und Zugabe von Dextran

Die Auswahl der Perfusionslésung ist von entscheidender Bedeutung fiir die Durchfiihrung
einer Mikrodialyseuntersuchung. Die Perfusionslosung sollte der umgebenden Flissigkeit
maoglichst ahnlich in ihrer Zusammensetzung und osmotischen Aktivitét sein. Ist die Perfusi-
onslésung hypoosmotisch im Vergleich zur Umgebung, so kommt es zu einer Uberflutung der
Sonde mit dem umgebenden Medium, was zu einer erhdhten Dialysatmenge im Vergleich zur
erwarteten Menge fiihrt. Andererseits ergibt eine hypoosmotische Perfusionsldsung eine ge-
ringere Dialysatmenge durch einen Abzug der Perfusionsldsung aus der SondeE.| Beides kann
sich ungunstig auf den Diffusionsausgleich der untersuchten Substanz zwischen Perfusi-
onsflussigkeit und umgebendem Medium auswirken, da durch die Bewegungen anderer Mo-
lekiile der Ausgleichsprozess der untersuchten Substanz gestort wird. In der vorliegenden
Untersuchung wurde als Perfusionslosung Ringerlosung gewéhlt. Ringerldsung ist eine isoto-
ne Elektrolytlosung, welche z. B. zur Volumenersatztherapie bei Dehydratation oder auch als
Tréagerlosung fur Arzneistoffe zur Injektion und Infusion eingesetzt wird, und erschien daher

geeignet fir die intravasale Mikrodialyse.

Die ersten Mikrodialyseuntersuchungen in Plasma und Vollblut zeigten einen deutlichen Ver-
lust an Perfusionslésung. Ursache hierfir ist wahrscheinlich der Proteingehalt von Plasma
bzw. Vollblut. Da Proteine eine Vielzahl osmotisch aktiver Funktionalitaten wie z. B. Hydro-
xyl-, Carbonséure- oder Aminogruppen enthalten, bilden sie grof’e Hydrathlllen und ben
somit einen osmotischen Druck, den sogenannten kolloidosmotischen Druck, aus. Aufgrund
ihrer MolekulgroRe ist es ihnen jedoch nicht méglich, durch die Poren von Membranen zu
diffundieren. Dies hat zur Folge, dass ihrem kolloidosmotischen Druck Wassermolekile
nachfolgen, was einen Verlust an Perfusionslésung zur Folge hat. Um den kolloidosmotischen
Druck auszugleichen wurde der Ringerlosung 4 % Dextran 70 hinzugefl'JgtE.| Dextran 70 hat
eine mittlere Molekuilgréfie von 70 kD und ist deshalb ebenfalls nicht in der Lage, die Memb-
ran der Mikrodialysesonde zu Uberwinden. Aufgrund seiner zahlreichen alkoholischen Grup-
pen ist es osmotisch aktiv und kann daher dem kolloidosmotischen Druck der Proteine in

Plasma und Vollblut entgegenwirken.

% Vgl. Rosdahl et al. (1997)
o Vgl. Rosdahl et al. (1997); Hamrin et al. (2002)
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2.2.5 Versuchsanordnung, Versuchsdurchfiihrung und Validierung

Alle in vitro-Mikrodialyseversuche wurden in der Mikrodialysezelle mit demselben Ver-
suchsaufbau und nach demselben Versuchsprotokoll durchgefiihrt. Die gesamte Mikrodialy-
seausriistung wurde genau auf eine Hohe gebracht, da bei unterschiedlicher Héhe z. B. von
Mikrodialysepumpe und Sonde hydrostatische Druckdifferenzen entstehen. Dies kann zu

I

Schwankungen der Dialysatmenge fiihren, was sich stérend auf die Diffusion auswirkt*;

Die Mikrodialysezelle wurde zundchst mit Hilfe eines Wasserbades auf 37 °C temperiert. An-
schliefend wurde das jeweilige Untersuchungsmedium mit einer Sotalolkonzentration von
1,15 pg/ml in das Probevolumen gefillt. Die Sonde wurde 10 Minuten bei einer Perfusions-
geschwindigkeit von 10 ul/min mit Perfusionslésung blasenfrei durchspilt und danach min-
destens 30 Minuten bei der zu verwendenden Perfusionsgeschwindigkeit perfundiert. Danach
wurde die Sonde Uber einen Venenverweilkatheter (18 G, PA Sonde; 24 G, CUP Sonde)
durch das Silikonseptum in das Probevolumen eingefiihrt. Es folgte eine Aquilibrierphase von
30 Minuten, um das Totvolumen der Sonde zu spiilen und ein Diffusionsgleichgewicht an der
Membran zu erreichen (Totvolumen = Volumen zwischen Membran und Probenauslass). Dies
ist notwendig, um Konzentrationsverfalschungen im ersten Dialysat zu vermeiden. Das Dialy-
sat wurde in 0,5 ml-Eppendorfgefalien gesammelt, welche mittels Fraktionssammler gewech-
selt wurden. Die Dialysate wurden gewogen und aus dem Gewicht und der Dichte der Perfu-
sionslésung wurde die Dialysatmenge berechnet. Anschliefend wurden die Dialysate bis zur
Analyse bei -80 °C eingefroren.

Um die Mikrodialysemethode zu validieren, mussten die Richtigkeit und Prazision der
Mikrodialysatkonzentrationen und der Dialysatmengen uberprift werden. Dafiir wurden in
jedem Untersuchungsmedium jeweils sechs Mikrodialysate bei finf verschiedenen Perfusi-
onsgeschwindigkeiten (0,3, 0,5, 1,0, 2,0 und 5,0 pl/min) Gber je 35 Minuten gesammelt und
analysiert. Dieser Prozess wurde an drei verschiedenen Tagen durchgefiihrt, so dass insgesamt
18 Proben pro eingestellter Perfusionsgeschwindigkeit in jedem Untersuchungsmedium zur
Verfugung standen. Alle Versuche wurden einmal ohne und einmal mit Dextranzusatz durch-
gefiihrt. An jedem Versuchstag und fir jedes Medium wurde eine neue Mikrodialysesonde

verwendet.

% Vgl. Hamrin et al. (2002)
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

2.2.6 Enzymatischer Dextranabbau und —nachweis

Fur das Erreichen adaquater Dialysatmengen war der Zusatz von Dextran zur Perfusionslo-
sung notwendig (Abschnitt 2.2.4). Dextran kann jedoch als Makromolekiil das Kapillarsystem
und die Sdule der HPLC-Anlage verstopfen und musste daher vor der Analyse wieder aus den
Dialysaten entfernt werden. Dies sollte durch enzymatischen Verdau mit Dextranase erreicht
werden. Dextranase spaltet hydrolytisch die 1,6-glykosidische Verkniipfung zwischen den
Glukosebausteinen des Dextrans bis zum Disaccharid Isomaltose (Abbildung 14). Die zuge-
gebene Menge an Enzym sollte dabei méglichst gering sein, da es sich auch bei Dextranase
um ein Makromolekil handelt, welches zum Verstopfen des HPLC-Systems flihren kdnnte.
Gleichzeitig sollte die Inkubationszeit moglichst kurz sein, um fur die Anwendung der Mik-
rodialysemethode fur Studienzwecke und Therapiesteuerung beim Menschen moglichst

schnelle Ergebnisse zu erzielen.
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Abbildung 14 Struktur und Abbau von Dextran

Struktur des Glucans Dextran (1) und dessen enzymatischer Abbau mit Dextranase zum Disaccharid Isomaltose
(11). Der Abbau erfolgte bei 37 °C in bidestilliertem Wasser. Zahlreiche hier nicht aufgefiihrte Oligosaccharide
unterschiedlicher MolekiilgroRe treten als Zwischenprodukte auf.
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

Um die optimale Dauer des Verdauungsprozesses bestimmen zu kdnnen, wurde Uber Zeit-
raume von einer halben Stunde bis zu 24 Stunden eine Verdauung durchgefiihrt. Der Fort-
schritt des Verdauungsprozesses wurde photometrisch gemessen. Dazu wurden jeweils
0,95 ml einer Ringerlésung mit 4 % Dextranzusatz mit 0,05 ml Dextranasel6sung (2 U/ml, in
bidestilliertem Wasser) versetzt. Jede Messlésung bekam eine Blindlésung ohne Dextranase-
zusatz zugeordnet. Beide Ansédtze wurden dann ber den gleichen Zeitraum bei 37 °C inku-
biert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde zu beiden Anséatzen je 1,0 ml einer wassri-
gen Losung aus 0,05 mM 3,5-Dinitrosalicylsdure und 1 M Kaliumnatriumtartrat hinzugefugt
und die Loésungen fur 15 Minuten vorsichtig im Wasserbad erhitzt. Nach Abkuhlen der L6-
sungen auf Raumtemperatur unter flieBendem Wasser wurde mit 10 ml destilliertem Wasser
verdunnt. Von diesen Ldsungen wurde dann die Absorption bei einer Wellenldange von
540 nm gemessen und die Differenz zwischen Mess- und Blindlésung ermittelt. Anderte sich

die Differenz der Werte nicht mehr, so wurde der VVerdauungsprozess als beendet interpretiert.

Die nach der Inkubationszeit zugegebene 3,5-Dinitrosalicylsédure oxidiert die Aldehydfunk-
tion der aus dem Dextran entstandenen Isomaltose und Oligosaccharide zur Carbonséure und
wird dabei zu 3-Amino-5-nitrosalicylsdure reduziert (Abb. 15). Die Bildung von 3-Amino-5-
nitrosalicylsdaure ist proportional zum Anteil des verdauten Dextrans. Daher kann der Fort-
gang des Verdaus Uber die Konzentrationsbestimmung von 3-Amino-5-nitrosalicylséure be-
stimmt werden. Dazu wird die Absorbtion von 3-Amino-5-nitrosalicylsaure bei einer Wellen-

lange von 540 nm gemessen.

Zur Optimierung der hinzugefligten Enzymmenge wurden Dextranaselésungen unterschiedli-
cher Konzentrationen (1, 2, 3 ... 10, 20, 30, 40 ... 200 U/ml) in doppelt destilliertem Wasser
hergestellt. Je 0,5 ml dieser Lésungen wurden zu 0,5 ml einer Ringerlésung mit 4 % Dextran
in ein 2,0 ml-Eppendorfgefal gegeben. AnschlieRend erfolgte ein Verdau tber zwolf Stunden
bei 37 °C in einem Schittler (100 U/min). Von der verdauten Losungen wurden 2 ul auf eine
Dunnschichtplatte (Silica Gel 60) aufgetragen. Als Referenzsubstanzen wurden Isomaltose
und Dextran verwendet. Die nachfolgende Trennung der Inhaltstoffe wurde mit einem Fliel3-
mittelgemisch aus Butanon (60 %), Eisessig (20 %) und Methanol (20 %) auf einer Laufstre-
cke von 10 cm durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte mit einer 1:1-Lésung aus ethanolischer
Naphthoresorcinlésung (0,2 %) und Schwefelséure (20 %) mit nachfolgendem flnfmindtigen

Erhitzen auf 110 °C. Die DC-Platten wurden visuell ausgewertet. Erwartet wurde eine Zu-
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2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen

nahme der Abbauprodukte von Dextran mit zunehmender Enzymkonzentration bis zu einem
Maximum, nach dem keine oder nur noch geringfligige Veranderungen auftreten. Die im Ma-

ximum verwendete Enzymkonzentration sollte fir die nachfolgenden Versuche verwendet

werden.
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Abbildung 15 Quantifizierung des Dextranabbaus

Nachweisreaktion zur semiquantitativen Bestimmung des Dextranabbauproduktes Isomaltose (1) mit 3,5-
Dinitrosalicylsdure (1) unter Zugabe von Natriumkaliumtartrat und Wéarmeeinwirkung zu 3-Amino-5-
nitrosalicylsdure (I11) und «-D-Glucopyranosyl-D-gluconséure (1V). Die Absorption von 3-Amino-5-
nitrosalicylsaure wird bei 540 nm gemessen.

Um zu Gberprifen, ob die Zugabe von Dextran und der anschliefende Verdau mit Dextranase
Auswirkungen auf die Sotalol- und Atenololkonzentration der Dialysate hat, wurden Ldsun-
gen aus den Sotalol- und Atenololstandard-HPLC-L6sungen hergestellt (2,88 pg/ml Sotalol,

2,61 pg/ml Atenolol). Eine Losung wurde mit 4 % Dextran versetzt. 0,5 ml dieser Lésung
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wurden anschlieBend mit 0,5 ml Dextranaselosung (10 U/ml) vermischt und tber zwolf Stun-
den bei 37 °C verdaut. Die dextranfreie Losung wurde lediglich mit Wasser 1:1 verdinnt. Im
Anschluss wurden die Arzneistoffkonzentrationen bestimmt und verglichen. Es ergaben sich
keine Unterschiede in den Konzentrationen der Ldsungen (n = 20, Psotatol = 0,225 , Patenolol =
0,522). Die Zugabe von Dextran mit anschlielendem Verdau beeinflusste die Sotalol- und
Atenololkonzentration in den Dialysaten demnach nicht.

2.2.7 Bestimmung der Sotalolkonzentration im Mikrodialysat

Die Mikrodialysate wurden nach dem enzymatischen Verdau mit derselben HPLC-Methode
analysiert wie die Festphasenextrakte der Plasmaproben (Abschnitt 1.2.8). Die Konzentration
(C) von Sotalol in den Mikrodialysaten wurde bestimmt, indem die Peakfldche des Sotalol-
peaks in Relation zu einem externen Standard mit bekannter Sotalolkonzentration gebracht

wurde. Folgende Formel wurde dazu verwendet:
CProbe [“g/ml] = Cstandard [“g/ml] ° Peakflacheprobelpeakflachestandard

Der externe Standard wurde nach je zehn Proben erneut analysiert, um die GleichmaRigkeit
der Standardpeaks zu berprufen. Die Wiederfindung von Sotalol im Dialysat wurde aus der

Mikrodialysatkonzentration und der Konzentration im Medium berechnet:

WiederﬁndungSotalol [%] = Csotalol Mikrodialysat [ug/ml]/CSotalol Medium [Hg/m|] 100 [%]

In vivo kdnnte die Wiederfindung von Sotalol unter 100 % betragen konnte, und auch Verén-
derungen in der Wiederfindungsrate, beispielsweise durch Anderungen im Blutfluss, sind
mt')glichE.I Daher konnte die Bestimmung in vivo nicht Uber einen externen Standard erfolgen.
Um absolute Sotalolkonzentrationen zu bekommen, missen solche Veranderungen jedoch
erkannt und berlcksichtigt werden. Daher wurde die Mdglichkeit der Verwendung von Ate-
nolol als internem Standard in der Perfusionsfliissigkeit geprift. Zu diesem Zweck wurden der
Perfusionsflissigkeit Sotalol und Atenolol zugefligt, so dass sich eine Konzentration von je-
weils 1,0 pg/ml ergab. Diese Konzentrationen wurden gewdhlt, da sie etwa vergleichbar sind

mit den zu erwartenden Sotalolkonzentrationen im BIutE.I Mit dieser Losung wurde dann im

% Vgl. Evrard and Verbeeck (1994)
o Vgl. Wang et al. (1986)
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Vollblut die Diffusion aus der Sonde betrachtet (Retrodialyse) und zwischen den zwei Arz-
neistoffen Sotalol und Atenolol verglichen. Bei gleicher Wiederfindung ware es dann mdg-
lich, in vivo mithilfe der Auswaértsdiffusion von Atenolol Veranderung in der Wiederfindung
von Sotalol zu registrieren und die erhaltenen Sotalolkonzentrationen in den Mikrodialysaten
entsprechend zu korrigierenE.| Dieses bisher bei humanen Untersuchungen nicht eingesetzte
Verfahren zur Bestimmung der Wiederfindung wird als Retrodialyse mit Kalibrator bezeich-

net.

2.2.8 Statistik

Die angegebenen Werte sind arithmetische Mittelwerte und ihre Standardabweichung. Aus-
gewertet wurde mit dem Softwarepaket SPSS 9.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Werte der
Sotalol- und Atenololwiederfindung sowie die Sotalol- und Atenololkonzentrationen mit und
ohne Dextran und Dextranasebehandlung wurden mit einem Wilcoxon rank test fir abhéngige
Stichproben verglichen. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant unter-

scheidend angesehen.

% Vgl. Bouw und Hammarlund-Udenaes (1998); Wong et al. (1992)
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2.3 Invitro-Mikrodialyse: Material

Materialien, welche im Rahmen der klinischen Untersuchungen bereits verwendet wurden,

werden nicht erneut aufgefuhrt.

2.3.1 Losungsmittel und Reagenzien mit Gefahrenhinweisen, Lieferant und Sicher-
heitsratschlagen

Alle Substanzen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit der hochsten im Handel befindli-
chen Reinheit verwendet.

Dextran 70 Amersham Pharmacia (Uppsala, S) - -

Dextranase (EC.3.2.1.11)  Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) - S 22-24/25

D-Maltose Serva (Heidelberg, D) - S 22-24/25

3,5-Dinitrosalicylsaure Fluka Chemie (Buchs, Sw) R 32-37/38 S 22-24/25

Eisessig Merck (Darmstadt, D) R 10-35 S 23-26-45

Ethanol 96 % Merck (Darmstadt, D) R11 S7-16

Naphthoresorcin Fluka Chemie (Buchs, CH) R 36/37/38 S 26

Schwefelsdure (20 %) Merck (Darmstadt, D) R 35 S 26-30-45

2.3.2 Zusammensetzung der Perfusionslésungen

Standardperfusionslésung Ringerlosung: 147 mM NacCl, 2,25 mM CaCl,, 4,0 mM
KCL,; Delta-Pharma, Pfullingen, Germany

Ringerlésung mit Dextran 40 g/l Dextran 70 in Ringerlésung (s. 0.)

Perfusionslésung mit Dextran 1,0 pug/ml Atenolol in Ringerlésung mit Dextran

und Atenolol

Perfusionslésung mit Dextran 1,0 pg/ml Sotalol in Ringerlésung mit Dextran

und Sotalol

Perfusionslosung mit Dextran, 1,0 pg/ml Atenolol und 1,0 pg/ml Sotalol in

Atenolol und Sotalol Ringerldsung mit Dextran (Retrodialyselésung)

Alle Perfusionslésungen wurden vor Gebrauch 15 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt, um
geloste Gase zu entfernen.

2.3.3 Mikrodialysegeratschaften

CMA 102 Mikrodialyse Spritzenpumpe CMA (Stockholm, S)

CMA 107 Mikrodialyse Spritzenpumpe CMA (Stockholm, S)

CMA 70 Mikrodialysekatheter, human CMA (Stockholm, S)

MAB 1.30.20 Mikrodialysekatheter Microbiotech AB (Stockholm, S)
MAB 1.30.20 Mikrodialysekatheter, steril Microbiotech AB (Stockholm, S;

Sterilisiert mit Ethylenoxid)

CMA Verbindungstubes CMA (Stockholm, S)

CMA SammelgefaRe CMA (Stockholm, S)
Mikrodialysezelle Brunswieck (Hamburg, D)
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2.3.4 Verbrauchsmaterial und Laborgerate

Dunnschichtchromatographieplatten
(Silica gel 60, 20 x 20 cm)
Eppendorfgefalie (0,5-2,0 ml)
Pipettenspitzen (10 ul, 100ul, 1 ml)
Sarstedt-Rohrchen
Fraktionssammler Frac 100

Hettich Rotanta-Zentrifuge
Inkubator

Kihltruhen (-20 °C, -80 °C)
Magnetrihrer

Spektrophotometer

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 100
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2.4 Invitro-Mikrodialyseuntersuchungen: Ergebnisse

2.4.1 Optimierung der Diffusionsbedingungen an der Mikrodialysemembran durch
Zugabe von Dextran zur Perfusionslésung

Die Diffusion einer Substanz durch die Membran einer Mikrodialysesonde hangt unter ande-
rem von dem Verhaltnis zwischen Einwaérts- und Auswartsstrom der Perfusions- und Umge-
bungsflissigkeit abE.| Dieses Verhdltnis spiegelt sich in der Menge an erhaltenem Dialysat
wider. Ist die erhaltene Dialysatmenge hoher als die berechnete, berwiegt der Einwértsstrom
in die Sonde und umgekehrt. Beides kann sich ungunstig auf die Diffusion eines Molekiils
auswirken. Ein Ziel der in vitro-Mikrodialyseuntersuchungen war es daher, Bedingungen zu
finden, unter denen die gewonnene Menge an Mikrodialysat moglichst der berechneten Men-

ge entspricht, um somit die Diffusion der gesuchten Substanz zu optimieren.

Abbildung 16 A zeigt die gewonnenen Dialysatmengen Uber 35 Minuten in Prozent bei ver-
schiedenen Flussraten (0,3-5,0 pl/min) in den drei unterschiedlichen Untersuchungsmedien
mit Ringerlésung als Perfusionslésung. Wahrend bei den Untersuchungen in Ringerldsung bei
allen Flussraten die erwartete Dialysatmenge erhalten wurde, war dies in Plasma und Vollblut
nur bei den hohen Flussraten von 2,0 pl/min (78 + 2,3 % bzw. 87 + 4,4 %) und 5,0 pl/min (88
+ 2,1 % bzw. 93 £ 1,9 %) anndhernd moglich. Bei den niedrigeren Flussraten sank die Dialy-
satmenge in Plasma auf bis zu 16 + 10,6 % (0,3 pl/min), in Vollblut auf bis zu 11 + 11,1 %
(0,3 pl/min). Die Zugabe von 4 % Dextran 70 zur Perfusionsldsung fiihrte zum Ausgleich des
kolloidosmotischen Druckes beim Sammeln von Dialysaten in Plasma und Vollblut (Abb.
16 B). Die relativen Dialysatmengen lagen nun in Plasma bei 94,0 + 5,7 % (0,3 pl/min), 94,3
+ 4,4 % (0,5 pl/min), 91,9 £ 2,6 % (1,0 ul/min), 90,98 + 2,2 % (2,0 pl/min) und 91,9 + 1,25
% (5,0 pl/min). In Vollblut wurden dhnliche Werte mit 82,4 + 3,45 % (0,3 pl/min), 97,9 +
8,42 % (0,5 pul/min). 93,7 + 3,26 % (1,0 ul/min), 96,7 + 2,1 % (2,0 pl/min) und 97,5 £ 1,57 %
(5,0 pl/min) erreicht. In Ringerlésung wurden ebenfalls deutlich hohere Dialysatmengen er-
reicht, wobei die erzielten Werte alle tiber 100 % lagen und bei 0,3 pl/min sogar 154 % betru-
gen. Dies lasst sich durch den nun im Vergleich zum umgebenden Medium in der Sonde er-

héhten kolloidosmotischen Druck erklaren.

% Vgl. Hamrin et al. (2002)

66



2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen
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Abbildung 16 Abhéangigkeit der Dialysatmenge von FlieBgeschwindigkeit und Dialyselésung

Relative Menge an Dialysat [% der erwarteten Menge] in Ringerlosung (weile Balken), Plasma (graue Balken)
und Vollblut (schwarze Balken) bei Flussraten von 0,3 bis 5,0 pl/min. Alle Versuche (18 pro Balken, drei Son-
den pro Balken) wurden in der Mikrodialysezelle mit Mikrodialysesonden mit Polyamidmembran (Cut-off 20
kD, Membrandurchmesser 0,6 mm, 20 mm Lé&nge) Uber ein Sammelintervall von 35 Minuten durchgefihrt.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD. In (A) wurde Ringerlésung als Perfusionslésung verwendet, in (B) Rin-
gerldsung mit 4 % Dextranzusatz. Die horizontale Linie in (B) markiert 100 %.

2.4.2 Enzymatischer Dextranabbau zur Vereinfachung der Analytik

Um eine Verstopfung von Kapillaren und HPLC-Sdule zu vermeiden, sollte vor der Analyse
das Makromolekil Dextran mithilfe des Enzyms Dextranase gespalten werden. Die optimale
Dauer wurde durch die Konzentrationsbestimmung von Isomaltose als Endprodukt des enzy-
matischen Abbaus nach unterschiedlich langen Verdauzeiten evaluiert. Nach zwolf Stunden
nimmt die Konzentration an Isomaltose nicht mehr zu (Abb. 17 A). Das bedeutet, dass sich
jetzt ein Gleichgewicht zwischen Hin- und Rickreaktion eingestellt hat und kein weiterer
Abbau mehr stattfindet. Daher wurden alle nachfolgenden Dextranverdauungen Uber zwolf
Stunden durchgefuhrt. Abbildung 17 B zeigt eine Konzentrationsreihe von Dextranaseldsun-

gen, welche einer Dextranlosung von 4 % zugesetzt wurden.

Es konnte eine Zunahme von Dextranabbauprodukten mit steigender Enzymkonzentration

beobachtet werden. Dies steigerte sich bis zu einer Enzymkonzentration von 10 U/ml. Weitere
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Steigerungen in der Enzymkonzentration bis 200 U/ml erbrachten keine zusétzlichen Verbes-
serungen bezuglich des Abbaus (Abb. 17 B zeigt die Versuche nur bis 30 U/ml).
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Abbildung 17 Abhéngigkeit des Dextranabbaus von der Verdauzeit und der Enzymmenge

(A) Exemplarischer Zeitverlauf des enzymatischen Abbaus von Dextran (4 %) mit Dextranase (0,1 U/ml) in
bidestilliertem Wasser bei 37 °C Uber 24 Stunden. Die Abbauprodukte wurde mit 3,5-Dinitrosalicylsaure oxi-
diert, mit Wasser (1 + 5) verdiinnt und die Konzentration der entstandenen 3-Amino-5-nitrosalicylséure tUber die
Absorption bei 540 nm bestimmt. (B) Exemplarische dinnschichtchromatographische Trennung von Dextran
(DX) und seinen Abbauprodukten nach enzymatischer Spaltung einer Dextranldsung (4 %) mit verschiedenen
Dextranasekonzentrationen (1-10, 20 und 30 U/ml, IM = Isomaltose) uber zwolf Stunden. Die Detektion erfolgte
mittels ethanolischer Naphthoresorcin/Schwefelsaurelésung mit anschliefender Entwicklung im Trockenschrank
(110 °C, fiinf Minuten).
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Optimale Gesamtbedingungen flr den enzymatischen Abbau des Dextrans in den Mikrodialy-
saten mit Dextranase sind demnach ein Verdau bei 37 °C (Herstellerangabe) uber einen Zeit-
raum von zwoOIf Stunden unter Zugabe einer Dextranaselosung mit der Konzentration von
10 U/ml.

2.4.3 Abhangigkeit der Sotalolwiederfindung von der Flussrate

Bei den meisten Mikrodialyseuntersuchungen ist die Kontaktzeit zwischen Perfusionsflissig-
keit und umgebendem Medium zu kurz und die Diffusionsgeschwindigkeit der untersuchten
Substanz zu langsam, um eine Wiederfindungsrate von 100 % zu erreichen (Abschnitt 2.1.2).
Um die tatsdchliche Konzentration von Sotalol im Blut bestimmen zu konnen, ist es daher
wichtig, die Wiederfindungsrate des Arzneistoffs zu kennen. Bei der Anwendung von Ringer-
I6sung ohne Dextranzusatz als Perfusionslésung zeigten Messungen der Sotalolkonzentration
in den Dialysaten, dass die Wiederfindungsrate von Sotalol bei den niedrigen Flussraten am
hdchsten war und kontinuierlich mit steigender Flussrate abnahm (Abb. 18 A). Bei Flussraten
von 0,3 bis 1,0 pl/min betrug die Wiederfindung 100 %, wéhrend bei 2,0 ul/min 88,0 + 5,1 %
und bei 5,0 pl/min 65,5 + 2,3 % erreicht wurden. Ahnlich verhielt es sich bei den Untersu-
chungen in Plasma, auch hier lag die Wiederfindung bis zu einer Flussrate von 1,0 pl/min bei
100 %, um dann auf 89,0 + 3,2 % bei 2,0 pl/min und 61,0 £ 7,35 % bei 5,0 pl/min abzusin-
ken. Bei einer Flussrate von 0,3 pl/min war aufgrund zu geringer oder ausbleibender Dialy-
satmengen keine Auswertung moglich. Die Ergebnisse in Vollblut lagen grundsatzlich auf
deutlich niedrigerem Niveau. Hier waren maximale Wiederfindungsraten von 75,4 + 4,4 %
bei 0,5 pl/min zu finden, mit einem kontinuierlichen Rickgang auf 68,1 + 7,6 % bei
1,0 pl/min, 49,2 = 10,0 % bei 2,0 pl/min und nur noch 32,3 + 6,0 % bei 5 pl/min. Unter
0,3 pl/min Flussrate gab es wie in Plasma aufgrund zu niedriger oder nicht vorhandener Dia-
lysatmengen keine Ergebnisse.

69



2. In vitro-Mikrodialyseuntersuchungen
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Abbildung 18 Sotalolwiederfindung mit und ohne Dextranzusatz

Wiederfindung von Sotalol im Dialysat [% der erwarteten Menge] in Ringer Losung (weiRe Balken), Plasma
(graue Balken) und Vollblut (schwarze Balken) bei Flussraten von 0,3 bis 5,0 pl/min. Alle Versuche (18 pro
Balken, drei Sonden pro Balken) wurden in der Mikrodialysezelle mit Mikrodialysemembranen aus Polyamid
mit 20 KD molekularem Cut-off und einem Aufendurchmesser von 0,6 mm Uber ein Sammelintervall von 30
Minuten durchgefiihrt. Angegeben sind Mittelwerte £ SD. In (A) wurde Ringerldsung als Perfusionsldsung ver-
wendet, in (B) Ringerldsung mit 4 % Dextranzusatz. Aufgrund von zu geringen Dialysatmengen nicht detektier-
bare Konzentrationen sind mit n. d. gekennzeichnet.

Abbildung 18 B zeigt, dass die Zugabe von Dextran zur Perfusionslésung sowohl in Plasma
als auch in Vollblut eine deutliche Anhebung der Wiederfindungsrate bewirkte. Ein deutliches
Absinken der Wiederfindungsrate konnte erst bei einer Flussrate von 5,0 pl/min festgestellt
werden, wie dies auch schon in Ringerlésung ohne die Zugabe von Dextran der Fall war. Im
Einzelnen lagen die Werte in Plasma bei 91,0 + 8,3 % (0,3 pl/min), 88,6 £ 5,3 % (0,5 pl/min),
85,0 = 7,4 % (1,0 pl/min), 79,1 + 21,7 % (2,0 pl/min) und 55,6 + 17,6 % (5,0 pl/min). Auch
in Vollblut ergaben sich durch den Zusatz an Dextran deutlich hthere Wiederfindungsraten
mit 117,7 £ 7,4 % bei 0,3 pl/min, 105,0 £ 10,0 % bei 0,5 pl/min, 93,5 + 7,9 bei 1,0 ul/min,
92,6 = 4,6 % bei 2,0 pl/min und 49,7 £ 10,4 % bei 5,0 pl/min. In Ringerlésung lagen die
Wiederfindungsraten bis 2,0 pl/min zwischen 90 und 100 % und fielen erst bei der héheren
Flussrate von 5,0 pl/min deutlich auf 72,4 + 6,1 % ab.
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2.4.4 Kontrolle der Sotalolwiederfindung per Kalibrator

Die Dextranzugabe verbesserte erheblich die Diffusionsbedingungen bei den in vitro-Arbeiten
im Zielmedium Vollblut. Da in vivo jedoch mit Anderungen in der Wiederfindung z. B. durch
Veranderungen in der Blutflussrate des Gefél3es zu rechnen istlz,lsollte fiir jedes Dialysat eine
Bestimmung der Wiederfindung von Sotalol moglich sein. Daher wurde Atenolol aufgrund
seiner &hnlichen physikochemischen Eigenschaften im Vergleich zu Sotalol als Kalibrator fur
diese Methode gepruft. Atenolol und Sotalol wurden der Perfusionslésung zugesetzt, um die
Diffusionseigenschaften von Atenolol und Sotalol zu vergleichen. Tabelle 4 zeigt dazu die
Wiederfindungsraten von Sotalol und Atenolol in den beiden verwendeten Sonden. Es stellte
sich heraus, dass Atenolol unabhéngig von der verwendeten Sonde in gleichem MaRe aus der
Sonde herausdiffundiert wie Sotalol in die Sonde hineindiffundiert, wenngleich die Wieder-
findung mit der CUP-Sonde etwa 18 % niedriger liegt. Ein Wilcoxon rank Test flr gepaarte
Stichproben ergab keinen signifikanten Unterschied (p >> 0,05). Daher eignet sich Atenolol

zur Berechnung des Korrekturfaktors der Wiederfindungsrate von Sotalol.

Sonde (n) Sotalol (S) Kalibrator (A) Abweichung |(S-A)|/S*100
PA 25 88,0x14% 88,8+ 0,7 % 1,0 %
CUP 47 70,8+6,6% 69,8+7,9% 2,3%

Tabelle 4 Wiederfindung von Sotalol und Atenolol (Kalibrator) in verschiedenen Mikrodialysesonden

Dargestellt ist das arithmetische Mittel + SD. Fiir die Berechnung der Abweichung der Wiederfindungen wurde
die Differenz der Wiederfindungen der einzelnen Dialysate gebildet und in Prozent der Sotalolwiederfindung
angegeben. PA = Polyamidmembran, molekularer Cut-off von 20 kD, AuRendurchmesser 0,6 mm; CUP =
Cuprophanmembran, molekularer Cut-off von 6 kD, AuBendurchmesser 0,24 mm.

Die Wiederfindungsrate von Sotalol in Blut wurde dementsprechend nach folgender Glei-

chung berechnet:

Csotalol [Ug/ml] =100 - (100 - WiEderﬁndungsrateAtenolol [%])1 * Csotalol Microdialysate [Ug/ml]

100 Vgl. Evrard und Verbeeck (1994)
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2.5 Invitro-Mikrodialyse: Diskussion

2.5.1 Die Mikrodialysezelle als in vitro-Testsystem zur Evaluierung von Bedingungen
far in vivo-Untersuchungen

Die Mikrodialysezelle wurde fiir die in vitro-Untersuchungen zur Evaluation von Mikrodialy-
sebedingungen fur die Bestimmung von exogenen und endogenen Substanzen in Vollblut und
anderen Korperflissigkeiten entwickelt. Mithilfe dieser Mikrodialysezelle war es madglich,
Bedingungen fir die intravendse Anwendung der Mikrodialysetechnik zu bestimmen. Alle fur
eine intravendse Mikrodialyseuntersuchung notwendigen Parameter wie Flussrate und geeig-
nete Perfusionslosung oder das Material der Sondenmembran konnten in der Apparatur getes-
tet werden. Die Hauptergebnisse der Entwicklung der intravendsen in vitro-

Mikrodialysemethode werden im Anschluss genannt und nachfolgend diskutiert.

» Die Bestimmung absoluter Sotalolkonzentrationen aus Vollblut ist mit den verwendeten
Mikrodialysesonden mdoglich. Durch die Einflhrung einer permanenten Kontrolle der
Wiederfindung durch eine Retrodialyse mit Atenolol als Kalibrator kénnen auch bei even-
tuellen Veranderungen der Wiederfindung absolute Sotalolkonzentrationen bestimmt wer-
den.

* Fir die Untersuchungen in Vollblut zeigte sich Ringerldsung mit einem Zusatz von 4 %
Dextran als optimale Perfusionlésung. Der Dextranzusatz gleicht dabei den kolloidosmo-
tischen Druck der Plasmaproteine aus und ermdglicht so Untersuchungen mit konstanter,
richtiger und préziser Dialysatmenge.

» Als optimale Perfusionsgeschwindigkeit wurde 1,0 pl/min gefunden. Bei dieser Ge-
schwindigkeit war die Wiederfindung in vitro anndhernd 100 %. Gleichzeitig wurde durch
kurze Sammelintervalle von 35 Minuten eine gute zeitliche Auflésung bei ausreichender
Dialysatmenge flr die Analyse ermdglicht. Dadurch wird eine sinnvolle pharmakokineti-

sche Auswertharkeit der Daten erreicht.

2.5.2 Erhoéhung der Dialysatmenge durch Zugabe von Dextran zur Perfusionslésung

Die relative Dialysatmenge ist abhdngig vom osmotischen Druckunterschied zwischen Innen-
und Aulenseite der Membran. Bei Verwendung von Ringerldsung als Perfusionslosung findet
durch den kolloidosmotischen Druck der Proteine in Plasma und Vollblut ein Abzug von
Flussigkeit aus der Perfusionslésung statt. Fur die intravendse Anwendung der Mikrodialyse

bedeutet dies, dass nur unter einer Flussrate von 2 oder 5 pl/min ausreichende Dialysatmen-
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gen erreicht werden und langsamere Flussraten fir die Anwendung nicht in Frage kommen.
Mit Zugabe von 4 % Dextran zur Perfusionslésung wurde jedoch bei jeder verwendeten Per-
fusionsgeschwindigkeit die erwartete Dialysatmenge erreicht. Die Zugabe von 4 % Dextran
zur Perfusionslésung fuhrt in Plasma und Vollblut zur osmotischen Homdostase, da Dextran
als Makromolekil den kolloidosmotischen Druck der Plasmaproteine auszugleichen ver-
mag@Vergleichbare Ergebnisse wurden bei Mikrodialyseuntersuchungen in Skelettmuskula-
tur und subkutanem Fettgewebe gefundenE.| Bei Mikrodialyseexperimenten in Vollblut wur-
de bisher nicht Gber Verluste von Perfusionslésung berichtetl"“:.I In diesen Untersuchungen
wurde isotone NaCl- oder Ringerlésung ohne einen Zusatz fur einen eventuellen Ausgleich
des kolloidosmotischen Drucks verwendet. Da unter diesen Bedingungen mit einem Verlust
an Perfusionsldsung zu rechnen ist, ist entweder der Verlust aufgrund der fehlenden Bestim-
mung der Dialysatmenge nicht bemerkt worden oder er wurde ignoriert. Unter Homdostase
sind die Diffusionsbedingungen fiir Mikrodialyseexperimente optimaIE.| Daher sollte fir
Mikrodialyseexperimente, bei denen absolute Konzentrationen erhalten werden sollen, immer

osmotische Homoostase angestrebt werden.

Die deutliche Uberschreitung von hundert Prozent relativer Dialysatmenge bei den Untersu-
chungen in Ringerlésung als Untersuchungslésung unter Verwendung von Perfusionslésung
mit Dextran bedeutet eine Uberflutung der Perfusionslésung durch Wasser aus dem umge-
benden Medium. Dies ist durch den in diesem Fall in der Sonde deutlich héheren kolloidos-
motischen Druck durch das Dextran im Vergleich zur umgebenden Ringerldsung zu erklaren.
Dieses Ergebnis unterstltzt die These des kolloidosmotischen Druckunterschiedes zwischen
Perfusionslésung und umgebendem Medium als Ursache fir Differenzen zwischen erwarteter

und tatsachlicher Dialysatmenge.

2.5.3 Abhangigkeit der Sotalolwiederfindung von der Flussrate

Die Wiederfindung von Sotalol ist in allen drei Untersuchungsmedien bei niedrigen Flussra-
ten hoher als bei hoheren Flussraten. Diese Abhéngigkeit der Wiederfindung von der Flussra-
te ist allgemein bekannt und geht zurlick auf das Fick’sche Diffusionsgesetz. Danach ist die
Diffusionsgeschwindigkeit abhangig von dem stoffspezifischen Diffusionskoeffizienten und

101 Vgl. Edsman und Sundeldf (1987)

102 Vgl. Hamrin et al. (2002); Rosdahl et al. (1997)

108 Vgl. Pdez und Hernandez (1998); Stjernstrém et al. (1993); Castejon et al. (1999)
1o4 Vgl. Hamrin et al. (2002); Rosdahl et al. (1997)
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der durchwanderten Flache sowie dem Konzentrationsgradienten. Pro Zeiteinheit kann dem-
nach nur eine bestimmte Menge eines Stoffs durch eine Membran hindurchwandern. Wenn
die Flussrate erhoht wird, so erhoht sich die Losungsmittelmenge, in der sich die Substanz-
menge l6st, so dass die Konzentration sinkt. Nach Zugabe von Dextran zur Perfusionslésung
verbesserte sich jedoch die Wiederfindung bei den héheren Flussraten (1,0 - 5,0 pl/min).
Nachdem mit Ringerlésung bei 1,0 pl/min in Blut nur etwa 68 % erreicht wurden, waren es
nach Dextranzugabe etwa 94 % (Abschnitt 2.4.3). Auch bei 2,0 und 5,0 pl/min stieg die Wie-
derfindung mit dem Dextraneinsatz deutlich an. Die Verbesserung der Diffusionsbedingungen
durch die Zugabe von Dextran gleicht demnach auch die Unterschiede in der Wiederfindungs-
rate zwischen Vollblut, Plasma und Ringerlésung aus. Fir die Mikrodialysemethode bedeutet
dies, dass die Wiederfindung in vitro bei Flussraten von 1,0 pl/min und niedriger annahernd
100 % betrégt. Bei Flussraten von 0,3 oder 0,5 ul/min betrégt die Menge an Dialysat Uber
einen Zeitraum von beispielsweise einer halben Stunde jedoch nur 9 bzw. 15 ul, bei
1,0 pl/min schon 30 pl. Da bei 1,0 pl/min die erhaltene Menge an Dialysat am grofRten ist,

wurde diese Flussrate fir alle nachfolgenden Untersuchungen ausgewdhit.

2.5.4 Kontrolle der Sotalolwiederfindung per Kalibrator

Als Resultat der permanenten Durchspilung der Mikrodialysesonde mit Perfusionslésung
kommt es aufgrund der kurzen Kontaktzeit zwischen Perfusionslésung und umgebendem Me-
dium je nach Diffusionseigenschaften des Analyten meist nur zu einem unvollstdndigen Kon-
zentrationsausgleich. Im vorliegenden Fall wurden in vitro nahezu 100 % Wiederfindung er-
reicht. In vivo kdénnte jedoch die Wiederfindung geringer ausfallen oder es kénnten Verande-
rungen in der Wiederfindung auftreten. Bei der Beobachtung von endogenen Substanzen ist
eine Beschreibung der relativen Konzentrationsveranderung ausreichend, sofern der Bezug zu
einer BasisgroRe vorhanden ist. Da dies bei pharmakokinetischen Untersuchungen normaler-
weise nicht moglich ist, ist die Bestimmung absoluter Konzentrationen essentiell. Fir die Be-
stimmung absoluter Konzentrationen aus Mikrodialysaten gibt es verschiedene Ldsungsansat-
ze. In den bisher durchgefihrten humanen intravendsen Mikrodialyseuntersuchungen wurde
die Wiederfindung entweder vor den eigentlichen Untersuchungen durch die von Lonnroth et
aI.E‘Ieingerhrte No Net Flux-Methode bestimmtlEJJder aber durch den Vergleich mit kon-

ventionellen Plasmaprobenl‘;‘T—.I Die Bestimmung der Wiederfindung Uber parallel gezogene

105 Vgl. Lénnroth et al. (1987)
106 Vgl. Pdez und Hernandez (1998); Castejon et al. (1999)
107 Vgl. Stjernstrom et al. (1993)
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Blutproben macht eine intraventse Mikrodialyse letztlich unsinnig, da gerade keine Blutent-
nahme erfolgen soll. Nachteilig bei der No Net Flux-Methode ist, dass Veranderungen der
Wiederfindung, beispielsweise durch Verminderung des Blutflusses@, wéhrend des Untersu-
chungszeitraums nicht registriert werden konnen. Dadurch kénnen die erhaltenen Dialysat-
konzentrationen falsch interpretiert werden, da als Wiederfindung nur ein vor der Untersu-
chung ermittelter, fester Wert verwendet werden kann. Eine kontinuierliche Uberwachung der
Wiederfindung ist nicht maéglich, da sie fur jedes Dialysat einzeln durchgefiihrt werden miiss-
te. Dies ist aufgrund des zeitlichen Aufwands nicht durchfiihrbar. Im Hinblick auf pharmako-
kinetische Veranderungen ist diese Methode daher ungeeignet, sofern mit Veranderungen der

Wiederfindung gerechnet werden muss.

Eine andere Mdglichkeit, rechnerisch absolute Konzentrationen eines Analyten zu erhalten,
ist die Endogene Referenz-MethodeE.| Bei dieser Methode wird fir eine endogene Substanz,
z. B. Harnstoff, die in vitro- und in vivo-Wiederfindung bestimmt und das Verhaltnis der bei-
den Werte gebildet. Man geht davon aus, dass das Verhéltnis zwischen in vitro- und in vivo-
Wiederfindung fir verschiedene Substanzen gleich ist, und kann dann bei Kenntnis der in

||I_| Aller-

dings konnte diese Methode der Wiederfindungsbestimmung von anderen Arbeitsgruppen

L]

nicht bestétigt werden**; es wurden hier Abweichungen um 66 % von der No-Net-Flux-

vitro-Wiederfindung des Analyten auch dessen in vivo-Wiederfindung berechnen

Methode gefunden, die auf Unterschiede in den Diffusionseigenschaften des Analyten und der

endogenen Referenz zurlckgefuhrt wurden.

Als weitere Alternative besteht auch die Moglichkeit, die Wiederfindung durch Absenken der
Perfusionsrate in vivo auf 100 % zu bringen. Durch eine langsame Perfusionsgeschwindigkeit
besteht prinzipiell die Mdglichkeit fur eine quantitative Diffusion, jedoch vermindert dies die
pro Zeiteinheit gewonnene Dialysatmenge. Um das gewonnene Dialysat per HPLC analysie-
ren zu konnen, durfte im vorliegenden Fall eine Dialysatmenge von 10 pl nicht unterschritten
werden, so dass langsamere Perfusionsgeschwindigkeiten zu langeren Sammelintervallen fih-
ren. Dies wiederum setzt die zeitliche Auflésung herab, d. h. es werden weniger Proben im

gleichen Zeitraum gesammelt. Jede einzelne Probe wird zusétzlich in ihrer Aussage unschar-

108 Vgl. Evrard und Verbeeck (1994)

109 Vgl. Strindberg und Lonnroth (2000)
110 Vgl. Sjérstrand et al. (1999)

mu Vgl. Brunner et al. (2000)
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fer, da durch die Sammlung Uber ein Zeitintervall, &hnlich wie bei pharmakokinetischen Be-
stimmungen aus Urindaten, ein Mittelwert aus dem Intervall erzielt wird. Je groRer das Inter-
vall, desto unschérfer wird die Aussage Uber die Konzentration. Bei pharmakokinetischen

Analysen sollte die zeitliche Auflésung méglichst hoch sein.

Eine Mdglichkeit, den Transport des Analyten iber die Membran zu verbessern, ist die Zuga-
be von Cyclodextrinen zur Perfusionsl(jsunglz.| Dabei wird zusétzlich zur osmotischen Diffu-
sion ein anderer physikalischer Prozess, namlich der Einschluss des Analyten in das Cyclo-
dextrin, genutzt. Der Analyt wird dem osmotischen Prozess entzogen und der Konzentrati-
onsgradient erhoht, was zu einer verstarkten Diffusion des Analyten in die Mikrodialysesonde
fihrt. Diese Methode kann jedoch nur fir Substanzen verwendet werden, die mit Cyclo-
dextrinen Einschlussverbindungen eingehen, wie z. B. Ibuprofen. Der Transport von Sotalol
konnte mit dieser Methode verbessert werden. Allerdings entfallt unter diesen Umsténden die
Anwendung des Kalibrators Atenolol zur Bestimmung der Wiederfindung, da dieser aus der
Sonde herausdiffundieren muss. Da auch Atenolol Einschlussverbindungen mit Cyclodextri-
nen eingeht, wird die Auswartsdiffusion von Atenolol voraussichtlich verhindert. Eine per-
manente Bestimmung der Wiederfindung wird dadurch unmdglich gemacht. Weiterhin kann
es durch den Entzug des Analyten aus dem Diffusionsgleichgewicht auch zu erhéhten Kon-
zentrationen im Dialysat im Vergleich zur Umgebung kommen. Daher ist fraglich, ob unter
diesen Bedingungen ein Rickschluss von der Konzentration im Mikrodialysat auf die Kon-

zentration im Blut zul&ssig ist.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Wiederfindung des Arzneistoffs Sotalol nach
dem Prinzip der Retrodialyse bestimmt. Diese Methode wurde bislang meist mit dem eigentli-
chen Analyten zur Bestimmung der Wiederfindung verwendet, wobei vor Beginn oder nach
Beendigung des Versuches die Diffusion aus der Sonde heraus gemessen wirdllz.I Eine Be-
stimmung der Wiederfindung einer Substanz tber den gesamten Zeitraum des Versuchs ist
damit jedoch nicht méglich. Deshalb wurde eine weiterentwickelte Variante, die Retrodialyse

=

anhand einer zweiten Substanz mit dhnlichen physikochemischen Eigenschaften bestimmt,

per Kalibrator, verwendet™ Bei dieser Variante wird die Diffusion des eigentlichen Analyten

welche jedoch aus der Sonde herausdiffundiert. Der flr die Untersuchungen ausgewahlte Ka-

12 Vgl. Khramov und Stenken (1999)
13 Vgl. Bouw und Hammarlund-Udenas (1998)
14 Vgl. Wong et al. (1992); Bouw und Hammarlund-Udenas (1998)
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librator Atenolol zeigte unabhangig von der verwendeten Sonde gleiche Diffusionseigen-
schaften wie Sotalol und kann daher fir die Bestimmung der Sotalolwiederfindung verwendet
werden. Damit wird die Bestimmung der Wiederfindung in jedem einzelnen Dialysat ermdg-

L]

licht, wie es bereits bei intrazerebraler Mikrodialyse im Tierversuch gezeigt wurde™

Da die Auswartsdiffusion eines Arzneistoffs aus der Mikrodialysesonde in vivo einer Applika-
tion gleichkommt, stellt sich die Frage nach der vom Kalibrator ausgehenden zusétzlichen
Gefahr fiir das untersuchte Individuum. Verwendet man eine Perfusionslésung mit einer Kon-
zentration von 1,0 pg/ml Atenolol, so kann maximal eine Konzentration von 2 ng/ml im
Plasma erreicht werden, betrachtet man den Fall eines Neugeborenen mit einem Blutvolumen
von 400 ml. Dabei ist die Elimination des Arzneistoffs noch nicht beriicksichtig, die tatsachli-
che Konzentration wird daher niedriger sein. 2 ng/ml sind jedoch weit unterhalb jeglicher
pharmakologischen Aktivitat von Atenolol@ Mit einer Gefahr durch den verwendeten Ka-
librator ist demnach im vorliegenden Fall nicht zu rechnen. Eine mdgliche Toxizitdt muss
jedoch fur jede als Kalibrator verwendete Substanz neu Uberdacht werden. Bei zu untersu-
chenden toxischen Arzneistoffen sollte nach Substanzen aus einer Arzneistoffgruppe mit ge-

ringerer Toxizitat gesucht werden.

Mit den in vitro ermittelten Mikrodialysebedingungen fur die Bestimmung von Sotalol aus
Vollblut sollte eine intraventse Anwendung der Mikrodialyse in vivo moglich sein. Die An-
wendung am Menschen ist Inhalt des néachsten Abschnitts.

15 Vgl. Wong et al. (1992)
116 Vgl. Tabacova und Kimmel (2002)
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3.1 Einleitung

Die im ersten Teil dieser Arbeit beschriebene klinische Studie an Kindern mit supraventriku-
laren Tachykardien hat gezeigt, wie wichtig die Beantwortung pharmakokinetischer und
pharmakodynamischer Fragestellungen bei Kindern unterschiedlicher Altersstufen ist. Die
damit verbundene Notwendigkeit von Blutproben macht solche Untersuchungen insbesondere
bei Neugeborenen und Sauglingen aufgrund des geringen Blutvolumens besonders kritisch, da
die fur eine solche Untersuchung notwendige Blutmenge oft die verfiigbare Menge Ubersteigt.
Deshalb wurde im zweiten Teil dieser Arbeit das in vitro-Testsystem Mikrodialysezelle zur
Evaluation von intraventsen Mikrodialysemethoden konstruiert. Mithilfe dieser Mikrodialy-
sezelle wurde eine Mikrodialysemethode zur blutentnahmefreien Bestimmung von Sotalol-
konzentrationen in Vollblut entwickelt. Bevor eine solche Methode bei Neugeborenen oder
Sauglingen verwendet werden kann, muss ihre in vivo-Anwendbarkeit bei Erwachsenen getes-
tet werden. Ziel des dritten Teils dieser Arbeit war daher, die in vitro entwickelte Methode bei
einem kleinen Kollektiv gesunder freiwilliger Probanden einzusetzen und dadurch ihre in vi-
vo-Anwendbarkeit zu belegen. Dabei wurde die intravendse Mikrodialyse mit einer konventi-
onellen Methode zur Bestimmung von Sotalolplasmakonzentrationen aus Blutproben vergli-
chen und statistisch ausgewertet. Zwei Mikrodialysesonden mit unterschiedlichen Durchmes-
sern (0,6 und 0,24 mm) wurden verwendet, wobei die grofiere Sonde die grundsétzliche Ver-
wendbarkeit der Methode fiir diesen Zweck belegen sollte. Die zweite, vom Durchmesser
deutlich kleinere Sonde passt selbst in die kleinsten bei Neugeborenen angewendeten Venen-

verweilkatheter. Folgende Fragen sollten mit der Probandenstudie beantwortet werden.

» Ldsst sich die in vitro evaluierte Mikrodialysemethode auf die in vivo-Verhaltnisse Gber-
tragen und welchen Einfluss haben Veranderungen in der Wiederfindung von Sotalol auf
das Versuchsergebnis?

» Liefert die in vivo-Mikrodialysemethode zur konventionellen Plasmakonzentrations-
bestimmung vergleichbare pharmakokinetische Ergebnisse?

« Ist eine Ubertragbarkeit der Mikrodialysemethode auf neugeborenengerechte Sonden
maoglich?

» Lassen sich auch pharmakodynamische Untersuchungen mit der intravendsen Mikrodialy-

semethode kombinieren?
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3.2 Invivo-Mikrodialyse: Methoden

3.2.1 Studiendesign

Bei der Studie handelt es sich um eine pharmakokinetisch-pharmakodynamische Untersu-
chung an erwachsenen Probanden nach oraler Einzelgabe von Sotalol. Das Studienprotokoll
wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg (Nr. 1448) genehmigt. Jeder
Proband wurde vor der Untersuchung sowohl schriftlich als auch mindlich ausfihrlich Gber

Nutzen und Risiko aufgeklart. Alle Probanden gaben schriftlich ihr Einverstandnis.

3.2.2 Studienpopulation mit Ein- und Ausschlusskriterien

Fur die Probandenstudie sollten sechs gesunde freiwillige Mé&nner im Alter zwischen 18 und
35 Jahren rekrutiert werden. Aufnahmebedingung war ein 12-Kanal-EKG mit Normalbefund,
analysiert durch einen Kardiologen, um eventuelle Anomalien der Repolarisation des Herzens
auszuschlielen. Probanden mit bestehender QT-Intervallverlangerung (long-QT-Syndrom)
waren von der Studie ausgeschlossen. Eine Nierenerkrankung oder eine erhdhter Serumkrea-
tininkonzentration durfte nicht vorliegen. Ebenfalls ausgeschlossen wurden Probanden mit
Psoriasis oder bekannten allergischen Reaktionen auf Atenolol, Sotalol, Sulfonamide oder

einen Hilfsstoff aus den verwendeten Arzneiformulierungen.

3.2.3 Abbruchkriterien beim einzelnen Probanden

- Symptomatische Hypotonie oder Bradykardie mit Schwindelanfallen, Ubelkeit und Erbre-
chen.

- Auftreten einer erhohten Serumkreatininkonzentration.

- Auftreten einer beim Probanden bislang unbekannten Allergie.

- Auftreten von schwerwiegenden proarrhythmischen Effekten.

- Unvertraglichkeitsreaktionen an der Sondenimplantationsstelle.

3.2.4 Verwendete Mikrodialysesonden

- PA-Sonde CMA 70 (CMA, Stockholm, S), ab Werk sterilisiert per Betastrahlung.
- CUP-Sonde MAB 1.30.20 (MAB, Stockholm, S), sterilisiert mit Ethylenoxid.

3.2.,5 Studienprotokoll und Versuchsdurchfihrung
Die humanen Mikrodialyseversuche wurden tber eine Gesamtdauer von 24 Stunden durchge-

fihrt. Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums lagen die Probanden in einem Patien-
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tenbett. Aufstehen war aufgrund der zu erwartenden hydrostatischen Druckunterschiede in der
Mikrodialyseapparatur untersagt. Zwei Stunden vor Beginn des Versuches sowie bis eine
Stunde nach Sotalolgabe durfte keine Nahrungsaufnahme erfolgen. Flissigkeit in Form von
Tee oder Kaffee durfte nach Bedarf konsumiert werden. Die Probanden wurden mit einem
Venenverweilkatheter (18 G) in der rechten Kubitalvene versorgt, aus dem konventionell
Blutproben entnommen wurden. Ein weiterer Venenverweilkatheter (18 G, im Falle der CUP
Sonde 24 G) in der Kubitalvene des linken Arms wurde fir die Aufnahme der Mikrodialyse-
sonde verwendet. Um die Lage des fur die Sondenaufnahme bestimmten Venenverweilkathe-
ters im Gefal} zu belegen, wurde die erste Blutprobe im Versuch (Nullwert) Uber diesen abge-
nommen und erst anschlielend die Sonde eingefiihrt. Weiterhin wurde ein 12-Kanal-EKG-
Gerét fur die Aufzeichnung von EKG-Messungen angelegt.

Innerhalb des Untersuchungszeitraumes wurden folgende MalRnahmen zur Vorbereitung und

Durchfiihrung der Untersuchungen vollzogen:

» Die Mikrodialysesonde wurde zunéchst mit der Retrodialyselésung (Atenolol + Sotalol,
Abschnitt 2.3.2) uber 30 Minuten &quilibriert, um das Totvolumen der Sonde zu splen.
Im Anschluss wurden Gber 90 Minuten sechs Retrodialysate gesammelt, um auch in vivo
die Vergleichbarkeit der Diffusion von Sotalol und dem Kalibrator Atenolol zu Uberpri-
fen. Gleichzeitig wurde eine Blutprobe als Nullwert entnommen. Danach wurde die
Retrodialyselosung gegen eine Perfusionslosung mit Kalibrator, aber ohne Sotalol, ausge-
tauscht und erneut 30 Minuten aquilibriert. Anschliefend wurden drei Basisdialysate ge-

sammelt, um die Stabilitat der Atenololwiederfindung zu belegen.

* Nach Sammlung der Basisdialysate erfolgte die orale Applikation von 160 mg Sotalol.
Nun wurde alle 35 Minuten das Sammelgefal? fir das Dialysat gewechselt. Im gleichen
Zeitintervall, jedoch zwolf Minuten nach dem Wechsel des SammelgefaRes, erfolgte je ei-
ne Blutentnahme von 1 ml. Diese zeitliche Verschiebung war notwendig, da die im Dialy-
sat gemessene Arzneistoffkonzentration einen Mittelwert Uber das Sammelintervall von
35 Minuten darstellt, die Plasmakonzentration jedoch einen Punktwert genau zum Zeit-
punkt der Entnahme ist. Als Annaherung an diesen Mittelwert sollte daher die Plasmakon-
zentration in der Mitte des Sammelintervalls bestimmt werden. Der Blutentnahmezeit-

punkt zwolf Minuten nach Dialysatwechsel berlcksichtigte dabei die Totzeit. Dies ist die
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Zeit, die das Dialysat benétigt, um von der Membran zum Sammelgefal? gepumpt zu wer-
den (5 Minuten und 30 Sekunden). Zwolf Stunden nach Sotalolgabe wurde nur noch ein-
mal pro Stunde ein Dialysat Uber 35 Minuten gesammelt und die entsprechende Blutprobe

entnommen.

» Vor Sotalolgabe wurde mindestens ein Basis-EKG aufgezeichnet, um das QT-Intervall
ohne Sotaloleinfluss bestimmen zu kénnen. Wahrend der ersten acht Stunden nach Sota-
lolgabe wurde alle 15 Minuten ein 12-Kanal-EKG aufgenommen. Zwischen Stunde acht
und Stunde zwdlf erfolgte alle 30 Minuten eine Aufzeichnung, ab Stunde zwolf alle 60
Minuten. Aus den EKG-Daten wurde die Herzfrequenz ermittelt sowie das QT-Intervall
bestimmt und nach Bazett fur die Herzfrequenz korrigiertE.|

3.2.6 Quantifizierung von Sotalol in Plasma und Mikrodialysat

Die konventionelle Bestimmung der Sotalolplasmakonzentrationen erfolgte nach der in Ab-

schnitt 1.2.8 beschriebenen HPLC-Methode mit vorgeschalteter Festphasenextraktion.

Fur die Quantifizierung der Sotalolkonzentration in den Mikrodialysaten wurde zunéchst das
Dextran nach der in Abschnitt 2.2.6 beschriebenen Methode verdaut. Anschlieend wurden
10 pl der verdauten Losung aquivalent zu den Festphasenextrakten aus den Plasmaproben
analysiert. Wegen maoglicher Verénderungen in der Diffusion wurde die Wiederfindung des
Arzneistoffes Sotalol Gber die Wiederfindung des Kalibrators Atenolol bestimmt (Retrodialy-
semethode, Abschnitt 2.2.7 und 2.4.4). Die Konzentrationen von Sotalol in den humanen
Mikrodialysaten wurden wie folgt errechnet:

CSotalol [Ug/ml] =100 [%] ) (100 - WiederﬁndungAtenolol [%])_1 : CSotalol Mikrodialysat [Ug/ml]

Dabei entspricht Csoraior der Konzentration im Plasma und Csotaiol mikrodialysat der im Dialysat
gemessenen Sotalolkonzentration. Wiederfindungagenolo meint hier die im Dialysat gemessene

Konzentration relativ zu der im Perfusat eingesetzten Konzentration (%).

3.2.7 Pharmakokinetische und pharmakodynamische Analyse
Die pharmakokinetische und pharmakodynamische Analyse der Probandendaten wurden ge-

nauso durchgefuhrt wie fir die Patienten in Abschnitt 1.2.9 und 1.2.10 dargestellt.

1w Vgl. Bazett (1920)
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3.2.8 Sterile Herstellung der Perfusionslésungen

Die Perfusionldsungen fiir die humane Anwendung wurden unter sterilen Bedingungen unter
einem Laminar Air Flow-Gerét hergestellt. Daflr wurden zu 998,0 ml Ringerinfusionslésung
2,0 ml Tenormin® Injektionslosung (Atenolol: 0,5 mg/ml) gegeben und anschlielend 40 g
Dextran 70 darin gelost. Fir die Retrodialyselosung wurden zu 997,9 ml Ringerlésung 2,0 mi
Tenormin® und 100 pl Sotalex® Injektionslosung (Sotalol: 10 mg/ml) zugegeben, so dass die
Arzneistoffe jeweils in einer Konzentration von 1,0 pg/ml in den Perfusionslésungen enthal-
ten waren. Auch hier erfolgte anschlieRend die Zugabe von 40 g Dextran. Die Lésungen wur-
den zweimal Uber einen Membranfilter mit 0,22 um PorengréRe sterilfiltriert und in sterile
10 ml PVC-Ro6hrchen aliquotiert. Mit den Membranfiltern wurde nach der Sterilfiltration als
Funktionsprifung ein Bubblepointtest durchgefiihrt. Von den Ldsungen wurden je 5 Proben
Uber 96 Stunden bei 37 °C inkubiert. Ein bakterielles Wachstum konnte nicht festgestellt wer-

den.

3.2.9 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS 9 (SPSS Inc., Chi-
cago, USA). Sofern nicht anders angegeben sind die Daten als Mittelwert + Standardabwei-
chung (MW = SD) dargestellt; n bezeichnet die Anzahl der Einzelwerte. Die pharmakokineti-
schen und pharmakodynamischen Ergebnisse der in vivo-Mikrodialyse wurden mittels Wilco-
xon rank test fir abhéngige Stichproben mit den konventionellen Ergebnissen verglichen. Ein
p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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3.3 Invivo-Mikrodialyseuntersuchungen: Ergebnisse

Sechs gesunde mannliche Probanden im Alter zwischen 24 und 29 Jahren wurden fir die in
vivo-Mikrodialyseuntersuchungen rekrutiert. Im Folgenden wird die in vivo-Anwendung der
in vitro erprobten Mikrodialysebedingungen présentiert. Um die Gleichwertigkeit beider Me-
thoden zu Uberprifen wurden die parallel gewonnenen Sotalolplasma- und Mikrodialysatkon-
zentrationen sowohl einzeln miteinander verglichen als auch kompartimentell analysiert und
nachfolgend die resultierenden Parameter verglichen. Zusatzlich wurde als pharmakodynami-
scher Parameter das QT-Intervall gemessen und mit Sotalolplasma- bzw. Mikrodialysatkon-
zentration verknupft. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte mithilfe des pharmakoki-

netischen Modells.

3.3.1 Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen

Abbildung 19 zeigt die Konzentrations-Zeitprofile der sechs Probanden nach oraler Gabe von
160 mg Sotalol tber 24 Stunden. Bei dem Probanden (A) musste die Untersuchung aufgrund
einer defekten Sonde nach zwolf Stunden abgebrochen werden. Alle Sotalolkonzentrationen
in den Mikrodialysaten wurden tber den Kalibrator Atenolol korrigiert.

Die Plasmakonzentrations-Zeitprofile und die Mikrodialysatkonzentrations-Zeitprofile der
Probanden liegen nahezu exakt Ubereinander. Ein Vergleich der Wertepaare aus Plasma- und
Mikrodialysatkonzentration ergibt eine Ubereinstimmung der Konzentrationen von
103 + 3,3 % (MW £ 90 % C.1.) Gber alle Zeitpunkte gerechnet (Mikrodialysatkonzentration in
Prozent der Plasmakonzentration). Fir die kompartimentelle Analyse lieferte ein Einkompar-
timentmodell mit einer Absorption und Elimination erster Ordnung die besten Ergebnisse. Die
darauf basierende Berechnung der pharmakokinetischen Parameter ergab ebenfalls vergleich-
bare Ergebnisse zwischen den beiden Methoden. Die Flache unter der Konzentrations-
Zeitkurve (AUC) lag bei den Mikrodialyseuntersuchungen bei 111 + 10,0 % der mittels kon-
ventioneller Plasmakonzentrationsbestimmung errechneten Werte. Die aus den Mikrodialy-
satkonzentrationen berechneten Werte fir die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Sotalol-

konzentration (tnax) betrugen 111 £+ 11,2 % der konventionellen Werte.
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Abbildung 19 Sotalolpharmakokinetik konventionell vs. Mikrodialyse

Sotalolkonzentrations-Zeitprofile von sechs erwachsenen ménnlichen Probanden ber zw6lf Stunden (A) bzw.
24 Stunden (B-F) nach oraler Gabe von 160 mg Sotalol. Die Kreise (o) stellen die konventionell gewonnenen
Sotalolplasmakonzentrationen dar, die Dreiecke (a) die Konzentrationen in den intravends gewonnenen Mikro-
dialysaten. Die Mikrodialysatkonzentrationen lagen bei 103 + 3,3 % der Sotalolplasmakonzentrationen (MW +
90 % C. 1.). Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung der Ordinate in den einzelnen Diagrammen.
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Sonde PA PA PA PA PA CUP Richtigkeit
(MW + SD)

Proband A B C D E F

AUConv [Hg-h/ml] 1495 14,21 9,98 13,63 1253 13,47

AUCyp [pg-h/ml] 1496 16,32 9,81 15,14 14,13 16,90

AUCwp [% konv.] 100,1 1148 98,4 111,1 1128 1255 110,5+10,0

Chax konv- [Hg/ml] 1,51 1,11 0,76 0,88 0,92 1,68

Cmax mp [g/ml] 1,44 1,80 0,77 0,88 0,95 1,66

Cmax mp [% konv.] 95,4 97,3 101,3 100,0 103,3 98,8 994+28

tmax konv [N] 3,65 2,68 1,46 2,13 2,46 1,68

tmax mp [N] 4,20 3,37 1,47 2,13 2,56 1,66

tmax mp [%0 konv.] 115,1 125,7 100,21 100,0 104,1 1012 111,3+1172

t1/2 konv- [N] 4,98 7,72 8,02 9,14 7,51 5,00

t12 mp [h] 4,63 8,44 7,77 9,73 8,30 6,10

t12 mp [%0 konv.] 92,3 109,3 96,9 106,5 1105 122,0 106,4+10,4

Tabelle 5 Pharmakokinetische Parameter der sechs Probanden: konventionell vs. Mikrodialyse

Pharmakokinetische Parameter AUC (Flache unter der Konzentrations-Zeitkurve), C.x (maximale Sotalolplas-
makonzentration), t.x (Zeit bis zum Erreichen der maximalen Sotalolplasmakonzentration) und ty,, (terminale
Sotalolhalbwertszeit) der Probanden (A-F) nach oraler Gabe von 160 mg Sotalol, berechnet durch kompartimen-
telle Analyse der konventionellen Plasmakonzentrationen (konv.) und Mikrodialysatkonzentrationen (MD). Die
Richtigkeit der Mikrodialyseparameter wurde in Prozent der konventionellen Parameter berechnet (MW + SD).
PA = Polyamidmembran (AufRendurchmesser 0,6 mm), CUP = Cuprophanmembran (Aufendurchmesser 0,24
mm).

Die Halbwertszeit (t;2) erreichte 106 £+ 10,4 % der konventionell bestimmten Halbwertszeit,
und bei der maximalen Plasmakonzentration (Cmax) Wurde 99 * 2,8 % Ubereinstimmung mit
der konventionellen Methode erreicht. Die Einzelwerte aller pharmakokinetischen Parameter
weichen zwischen den Methoden nicht mehr als 26 % voneinander ab. Tabelle 5 zeigt die
Einzelwerte fur die pharmakokinetischen Parameter, errechnet iber die Sotalolmikrodialysat-
konzentrationen und Uber die konventionellen Sotalolplasmakonzentrationen, sowie die
Mikrodialysatwerte als jeweils prozentualen Anteil der Plasmawerte. Ein Wilcoxon-Test fur
abhéngige Stichproben zeigte, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen konventionel-
ler Methode und Mikrodialyse bestehen (p > 0,05). Abbildung 19 F zeigt die Ergebnisse des
Versuchs mit der fir Neugeborene und Sauglinge verwendbaren CUP-Sonde. Die uberlager-
ten Sotalolkonzentrations-Zeitkurven zeigen, dass eine Ubereinstimmung der zwei Bestim-
mungsmethoden auch bei der Anwendung der kleineren CUP-Sonde vorliegt. Die per Mikro-
dialyse erhaltenen pharmakokinetischen Daten in diesem Versuch waren AUC 1255 %,
Crax 98,8 %, tmax 101,2 % und t1, 122,0 % (% der konventionellen Plasmawerte).
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Wahrend der sechs in vivo-Experimente wurde die Wiederfindung von Sotalol Gber die Aus-
waértsdiffusion von Atenolol aus der Sonde berechnet (Retrodialyse per Kalibrator, Abschnitt
3.2.6). Es zeigten sich Unterschiede zwischen den verschiedenen Sondentypen (Abb. 20).
Wahrend bei der PA-Sonde eine mittlere Wiederfindungsrate von 54,4 + 9,8 % in einem Be-
reich zwischen 32 und 80 % gefunden wurde (n = 163), zeigte die CUP-Sonde eine Wieder-
findungsrate von 40,3 + 18,6 % (n = 37) mit minimal 15 % und maximal 67 %.
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Abbildung 20 Sotalolwiederfindung in vivo

Sotalolwiederfindung im Dialysat wahrend der sechs in vivo-Mikrodialyseversuche (A-F) Uber die Zeit, berech-
net Uber die Auswartsdiffusion des Kalibrators Atenolol.
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Bei vier der Probanden (Abb. 20 A-D) bewegte sich die Wiederfindung zwischen 30 % und
60 % (A), 47 % und 70 % (B), 47 % und 60 % (C) sowie 42 % und 56 % (D). Dabei traten
kurzfristige Auf- und Abwartsbewegungen auf, die etwa eine halbe bis eine Stunde anhielten
und anschlielend wieder in die entgegengesetzte Richtung verliefen. Bei den beiden Gbrigen
Probanden zeigten sich Veranderungen tber mehrere Stunden in der Wiederfindung (Abb. 20
E, F). Bei Proband E fiel die Wiederfindung von 60 % auf 30 %, um dann gegen Ende des
Versuches wieder auf 45 % zu steigen. Bei Proband F stieg die Wiederfindung von 30 % auf
60 %, um dann auf 15 % abzufallen. Bei allen Versuchen kam die Wiederfindung gegen Ende

in etwa wieder auf den Ausgangswert zuriick.

3.3.2 Ergebnisse der pharmakodynamischen Untersuchungen

Um die Kombinierbarkeit pharmakodynamischer Untersuchungen mit pharmakokinetischen
Mikrodialyseuntersuchungen zu tberprifen, wurde zu 52 Zeitpunkten wahrend jeder Mikro-
dialyseuntersuchung das korrigierte QT-Intervallmder Probanden bestimmt. Mithilfe der
kompartimentellen Analyse wurde die per Mikrodialyse bzw. konventionell bestimmte Sota-
lolplasmakonzentration fur den Zeitpunkt der jeweiligen QT-Intervallmessung berechnet, so
dass nun eine Verknipfung zwischen Sotalolkonzentration und QTc-Intervall méglich wurde
(Abschnitt 1.2.11). In Abbildung 21 A-F sind die Beziehungen zwischen QTc-Intervall und
Sotalolkonzentration (per Mikrodialyse oder konventionell) fur die sechs Probanden darge-
stellt. Wie bei den péadiatrischen Patienten ergibt sich auch hier ein linearer Zusammenhang
zwischen Sotalolkonzentration im Blut und QTc-Intervallverlangerung, der sich Uber eine
lineare Regression mit einer Geradengleichung des Typs y = mx + b beschreiben l&sst. Die
Steigungsfaktoren (m) der einzelnen Regressionsgeraden sowie die Basiswerte des QTc-
Intervalls (b) wurden fur jeden Probanden individuell berechnet und sind in Tabelle 6 zusam-
mengefasst (b = Eg). Ein Vergleich der Steigungsfaktoren beider Methoden zeigt eine Uber-
einstimmung von 99,5 % * 6,5 % (mikrodialysebasierte Werte in Prozent der konventionellen
Werte). Die Richtigkeit der Basiswerte Eq betragt 99,7 % + 0,5 % (mikrodialysebasierte Werte
in Prozent der konventionellen Werte). Weder fir den Steigungsfaktor m noch fir die Basis-
werte Eq konnte mit einem Wilcoxon-Test fur abhéngige Stichproben ein signifikanter Unter-
schied zwischen beiden Methoden festgestellt werden (p > 0,05). In Abbildung 21 F ist das
Ergebnis gezeigt, welches mit der fur Neugeborene geeigneten CUP-Sonde erzielt wurde.

Auch hier konnte kein Unterschied zwischen konventionellen und mikrodialysebasierten Wer-

118 QTec-Intervall, korrigiert nach Bazett
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ten festgestellt werden. Unterschiede zu den PA-Sonden konnten ebenfalls nicht festgestellt

werden.
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Abbildung 21 Sotalolpharmakodynamik konventionell vs. Mikrodialyse

Herzfrequenzkorrigiertes QT-Intervall (nach Bazett, 1920; QTcg,) aufgetragen gegen die konventionell ermit-
telte Sotalolkonzentration (o) bzw. gegen die intravendse Sotalolmikrodialysatkonzentration (a) bei sechs Pro-
banden (A-F). Es wurde ein lineares pharmakodynamisches Modell nach der Gleichung E = Eg+ m - ¢ (E = Ef-
fekt, Eq = Basiseffekt, m = Steigung, ¢ = Konzentration) fiir die Verkniipfung von Sotalolkonzentration und
Effekt verwendet. Die Linien stellen die Regressionsgeraden fiir den Zusammenhang zwischen Sotalolkon-
zentration und QTc-Intervall dar (gestrichelt = konventionelle Plasmakonzentration, durchgezogen = Mikrodia-
lysatkonzentration).
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Parameter  PA PA PA PA PA CUP R'Cr['(f/'og]ke't
Proband Nr 1 2 3 4 5 6

Mplasma 28.8 21,4 94,6 53,6 26,9 25,6

[ms'ml-1/ug]

Mpialysat 30,5 225 94.0 48,1 25,2 26,3

[ms'ml-1/ug]

Moiaysat 1060 1053 99,4 89,8 93,9 1025 99,5+65

[% Plasma]

Eo[f:g]sma 376 348 389 365 374 375

Eo Dt 377 346 390 363 373 372

Eo Dialysat 100,3 99,4 100,3 99,5 99,7 99,2 99,7+0,5

[% Plasma]

Tabelle 6 Pharmakodynamische Parameter der Probanden: konventionell vs. Mikrodialyse

Vergleich der Steigungsfaktoren m sowie der Basiswerte Ey des linearen pharmakodynamischen Modells
E=Ey+m-c (E = Effekt, E, = Basiseffekt, ¢ = Arzneistoffkonzentration) zwischen konventioneller Methode
und Mikrodialyse bei sechs Probanden (A-F). GroBere Steigung (m) bedeutet héhere Empfindlichkeit des Pro-
banden beziiglich der sotalolinduzierten QTc-Intervallverlangerung. Die Richtigkeit der Werte ist angegeben als
Mittelwert der Mikrodialysewerte [% der Plasmawerte + SD].
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3.4 Invivo-Mikrodialyseergebnisse: Diskussion

3.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei sechs Probanden wurde eine intravendse Mikrodialyse nach oraler Einnahme von 160 mg
Sotalol und eine Verknipfung mit dem pharmakodynamischen Parameter QTc-
Intervallverlangerung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Mikrodialyse wurden mit einer kon-
ventionellen Methode verglichen. Die Verknipfung der sotalolinduzierten QTc-
Intervallverlangerung mit den pharmakokinetischen Daten erfolgte linear Uber ein direct-link-
Modell. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind nachfolgend zusammengefasst und wer-

den anschlieBend diskutiert.

» Die in vitro-Mikrodialysemethode lies sich auf in vivo-Verhaltnisse tbertragen. Die An-
wendung von Atenolol ermdglichte dabei die Bestimmung der Wiederfindung und damit
die korrekte Ermittlung der Sotalolkonzentration in den Mikrodialysaten.

» Die intravendse Mikrodialyse lieferte zur konventionellen Methode vergleichbare phar-
makokinetische Ergebnisse. Die Richtigkeit der per Mikrodialyse bestimmten pharmako-
Kinetischen Parameter lag zwischen 89,8 % und 125,5 % der konventionell ermittelten.

e Die Miniaturisierung der Methode auf eine bei Neugeborenen anwendbare Mikrodialyse-
sonde erwies sich auch in vivo als durchfiihrbar. Dabei wurde die Bestimmung der Sota-
lolkonzentration nicht durch niedrigere Wiederfindung oder Veranderungen in der Wie-
derfindung beeinflusst, da durch den Kalibrator Atenolol jederzeit die aktuelle Wiederfin-
dung bestimmt werden konnte. Die Methode sollte sich demnach auch auf andere Sonden
Ubertragen lassen kénnen.

* Die gleichzeitige Ermittlung pharmakodynamischer Parameter ergab mit 99,5 % und
99,7 % nahezu identische Ergebnisse im Vergleich zur konventionellen Bestimmung. Da-

her ist die Durchfiihrung von PK-PD Studien mit intravendser Mikrodialyse méglich.

3.4.2 Humane Anwendung der Mikrodialyse

Im Verlauf der letzten zehn Jahre ist die Mikrodialysetechnik in die klinische Forschung in-
tegriert wordenl’-1-_°':| wobei verschiedenste Gewebearten untersucht wurden. Beispielsweise
wurden Untersuchungen beziiglich der Konzentration von Antibiotika im infizierten Gewebe

durchgeﬂ]hrtlz.| Bei Intensivpatienten mit schweren Kopfverletzungen wurde per intrakraniel-

119 Vgl. Miiller (2002); Stahl et al. (2002)
120 Vgl. Joukhadar et al. (2001)
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3. In vivo-Mikrodialyseuntersuchungen

ler Mikrodialyse die Stoffwechsellage im zentralen Nervensystem monitoriertl'”_-.I In einer wei-
teren Studie wurden pharmakokinetische Untersuchungen von antineoplastischen Substanzen
in Tumorgeweben durchgeﬁjhrtl-lz.I Es gibt einige wenige intraventse humane Mikrodialyse-
untersuchungen, pharmakokinetische Untersuchungen in Blut wurden bislang jedoch nicht

publiziert,.

Péez und Hernandez verdffentlichten 1998 die Veranderung von Serotoninplasmaspiegeln bei
24 mannlichen Probanden unter Fluoxetingabe. Daflir verwendeten sie Mikrodialysesonden
mit einer Membranlange von 20 mm und einem Durchmesser von 1,4 mm, die Uber einen
Venenverweilkatheter in die Kubitalvene gelegt wurden. Die Membran der Sonde bestand aus
Zellulose und hatte einen molekularen Cut-off von 13 kD. Als Perfusionslésung diente isoto-
nische NaCl-Ldsung und die Flussrate betrug 1,0 pl/min bei 30mindtigen Sammelintervallen.
Die Wiederfindung des endogenen Serotonins wurde zu Versuchsbeginn mithilfe der No-Net-
Flux-Methode bestimmt"'z‘_t.I Mit 98,6 % war die gemessene in vivo-Wiederfindungsrate sehr
hoch. Eine permanente Bestimmung der Wiederfindung erfolgte jedoch nicht. Die von Paez
und Hernandez angewendete Mikrodialysemethode ahnelt der hier vorgestellten Untersu-
chung in Aufbau und Durchfuhrung. Perfusionsrate und Sammelintervalle sind vergleichbar,
und auch die Lage der Sonden unterscheidet sich nicht. Allerdings ist die verwendete Sonde
mit einem Membrandurchmesser von 1,4 mm deutlich zu grof3 fir die Anwendung bei Kin-

dern.

Stjernstrom et al. haben 1993 Glukose, Laktat und einige weitere endogene Parameter mittels
intravendser Mikrodialyse bestimmt. Als Perfusionslosung wurde hier Ringerlésung bei einer
Flussrate von 2 und 5 pl/min und Membranen von 20 mm Lénge und 0,9 mm Durchmesser
eingesetzt, das Sammelintervall betrug 60 Minuten. Die erhaltenen Werte wurden mit parallel
gewonnenen Blutwerten verglichen. Es wurde eine konstante Wiederfindung von 90 bis
100 % fur alle Substanzen bei einer Flussrate von 2 pl/min angegeben. Eine Mdglichkeit fir
die Bestimmung der Wiederfindung ohne die hier verwendeten Blutproben wird jedoch nicht
genannt, so dass die Methode nicht Ubertragbar auf Substanzen ist, welche eine deutlich ge-
ringere Wiederfindung als 100 % aufweisen, da sich bei Veranderungen im Blutfluss auch die
Wiederfindung andern kann (Abschnitt 3.4.4).

121 Vgl. Stahl et al. (2001)
122 Vgl. Brunner und Miiller (2002)
123 Vgl. Lénnroth et al. (1987)
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3. In vivo-Mikrodialyseuntersuchungen

3.4.3 Ursachen fur grundséatzliche Unterschiede in der Wiederfindungsrate

Die Wiederfindung einer Substanz wird wesentlich durch ihre Diffusion bestimmt. Die Diffu-
sion ist unter anderem abhéngig von der Oberflache und Dicke der verwendeten Membran
und der PartikelgroRe der betrachteten Substanz (Fick’sche Diffusionsgesetze). Die Partikel-
grole bei geldsten Teilchen wird durch ihre Molekiilgrofie und ihren Dissoziationsgrad sowie
ihre Hydrathille bestimmt. Der Massentransport durch die Membran verhalt sich direkt pro-
portional zur Membranoberflache, wohingegen die Membrandicke umgekehrt proportional
zum Massentransport steht. Da die CUP-Sonde durch ihren schmaleren Durchmesser im Ver-
gleich zur PA-Sonde (0,24 mm zu 0,6 mm) eine nur etwa halb so groRe Membranoberflache
besitzt wie die PA-Sonde, sind die beobachteten Unterschiede in der Wiederfindung zwischen
den beiden verwendeten Sonden (PA: 54 %, CUP: 40 %) vermutlich auf die kleinere Oberfla-
che der CUP-Sonde zuriickzufiihren. Da keine Halbierung der Wiederfindung stattfand, ist
anzunehmen, dass die CUP-Membran deutlich diinner als die PA-Membran ist. Leider liegen

dazu keine Angaben vor.

Die von Paez und Hernandez verwendete Sonde ist bei gleicher Lange etwa 0,8 mm im
Durchmesser groRer als die PA-Sonde und hat dadurch eine doppelt so grolRe Oberflache.
Hier konnte daher die Ursache fiir die fast doppelt so hohe Wiederfindung von Serotonin im
Vergleich zu Sotalol liegen, jedoch fehlt auch hier die Angabe der Membrandicken. Ebenfalls
eine Rolle kdnnten die unterschiedlichen Diffusionseigenschaften der Substanzen spielen, da
Serotonin im Vergleich zu Sotalol ein deutlich geringeres Molekulargewicht besitzt (176 vs.
272). Da die pK,-Werte von Serotonin (pK, 9,1) und Sotalol (pK; 9,6) recht ahnlich sind,

werden sich Dissoziationsgrad und Hydrathille vermutlich nicht sehr unterscheiden.

Von Stjernstrom et al.mwerden fiir verschiedene endogene Substanzen mit einem Moleku-
largewicht zwischen 60 und 180 g/mol (Sotalol: 272 g/mol) Wiederfindungen zwischen 90
und 100 % bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 2,0 ul/min angegeben. Auch hier spielt
maoglicherweise die Oberflache der verwendeten Membran eine bedeutende Rolle: Sie ist um
etwa 50 % groRer als die hier verwendete PA-Membran und kdnnte daher ebenfalls einen Teil
zur grolleren Wiederfindung beitragen. Eine weitere Ursache fiir die deutlich bessere Wieder-
findung in diesen Untersuchungen verglichen mit den vorliegenden ist moglicherweise die

geringere MolekilgroRe. Darauf deutet vor allem hin, dass die Substanz mit der groRten mo-

124 Stjernstrom et al. (1993)
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3. In vivo-Mikrodialyseuntersuchungen

lekularen Masse (Glukose: 180 g/mol) die geringste Wiederfindung aufwies (90 %). Zusétz-
lich beeinflussende Faktoren konnten ein geringerer Dissoziationsgrad oder eine Kleinere
Hydrathdille sein.

Die in der Mikrodialysezelle gefundenen Wiederfindungsraten sind mit etwa 93 % jedoch
hoher als die in vivo gefundenen 54 % (PA-Sonde). Dieses Phanomen ist auch bei Mikrodia-
lyseuntersuchungen in Muskel- und Fettgewebe beobachtet worden"-z‘_‘-.| Bei dem Vergleich von
in vitro-Untersuchungen mit in vivo-Studien in Geweben ist diese Differenz allerdings damit
zu erkldren, dass die Substanzen in vivo durch die Zellen des Gewebes hindurch- oder um sie
herumdiffundieren missen. Bei in vitro-Untersuchungen ist dies nicht der Fall. In den vorlie-
genden Untersuchungen in Vollblut war jedoch eine solche Differenz zwischen in vitro- und
in vivo-Wiederfindung nicht erwartet worden, da das Medium Blut auch in der Zelle verwen-
det wurde. Eine mogliche Erklarung fir die geringere Wiederfindung in vivo ist die Lage der
Sonde im GefaR. In der Mikrodialysezelle ist die Membran der Sonde stets nach allen Seiten
frei, so dass die Diffusion in alle Richtungen stattfinden kann. Im GefaR liegt die Membran
maoglicherweise am Endothel an. Dies konnte die Diffusion beeintréchtigen, da in dieser Situ-

ation nur ein Teil der Membranoberflédche zur Verfugung steht.

3.4.4 Ursachen fur zeitliche Veranderungen in der Wiederfindungsrate

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten unterschiedliche Wiederfindungsraten auch wah-
rend der Versuche. Bei den Probanden A-D war die Wiederfindung nur kurzen Schwankun-
gen von etwa einer Stunde Dauer unterlegen (1-2 Dialyseintervalle). Bei den Probanden E
und F zeigten sich Perioden von mehreren Stunden, in denen die Wiederfindung um 50 %
oder mehr erhéht oder erniedrigt war. Bei allen Probanden erreichte die Wiederfindung am

Ende der Untersuchung wieder anndhernd den Ausgangswert.

Ein Grund flr die Veranderungen der Sotalolwiederfindung wahrend der intravendsen Mikro-
dialyseuntersuchung konnte sein, dass die Sonde nicht korrekt in der Vene positioniert wor-
den war. Dies wirde bedeuten, dass die Membran der Sonde gar nicht intravends, sondern im
Gewebe lag. Dies kann jedoch in unseren Untersuchungen ausgeschlossen werden, da die
erste Blutprobe im Versuch immer aus dem Venenverweilkatheter fiir die Sondenaufnahme

entnommen wurde. Weiterhin wurde die freie Bewegbarkeit der Sonde im GefaR gepriift. Ei-

125 Vgl. Brunner et al. (2000)

93
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ne weitere Moglichkeit zur Erklarung der Veranderung der Wiederfindung wahrend einer
Untersuchung ist eine Verdnderung in dem die Sonde umgebenden Blutfluss. Evrard und
Verbeeck beobachteten 1994 in in vitro-Experimenten, dass die Wiederfindung mit langsame-
rem Fluss um die Membran der Sonde absinkt. Daher empfahlen sie, fir in vivo-
Untersuchungen ein GefaR auszusuchen, welches ausreichenden Blutfluss bietet, um keine
Veranderungen in der Wiederfindung zu erhalten@. Es konnte deshalb sein, dass der Anstieg
der Wiederfindung bei Proband F durch eine Steigerung des Blutflusses zustande kam, wo-

hingegen der Abfall bei Proband E durch eine verringerte Durchblutung verursacht wurde.

Zusétzlich ist es auch maglich, dass sich die Lage der Sonde durch die Strémung des Blutes
zeitweise verdndert hat, so dass die Membran der Sonde an der Endothelwand gelegen hat.
Dies hatte eine Verringerung der fiur die Diffusion zur Verfigung stehenden Membranober-
flache zur Folge mit dem Effekt einer schlechteren Wiederfindung, da die Wiederfindung
proportional von der Membranoberflache abhéngt. Bei erneuter Verdnderung der Lage wirde
sich auch die Wiederfindung wieder veréndern. Dies konnte zusatzlich durch Bewegungen

des Arms, in dem sich die Sonde befindet, beeinflusst werden.

Zu beachten ist in diesem Zusammenhang, dass die von Paez und Hernandez zur Bestimmung
der Wiederfindung verwendete No-Net-Flux-Methode nur die Wiederfindung vor Beginn der
eigentlichen Untersuchung angibt. Allenfalls kdnnte zusétzlich am Ende der Untersuchung
eine erneute Bestimmung der Wiederfindung durchgefiihrt werden. Anderungen in der Wie-
derfindung konnen daher mit dieser Methode nicht beobachtet werden. Es ist deshalb mog-
lich, dass in diesen Untersuchungen nicht tiber den gesamten Zeitraum die angegebene Wie-
derfindung von etwa 98 % erreicht wurde. Auch in den Untersuchungen von Stjernstrom et
aI.ElNurde keine kontinuierliche Bestimmung der Wiederfindung durchgefthrt. Jedes Dialy-
sat wurde jedoch mit einer konventionellen Blutprobe verglichen, so dass hier kein Zweifel an
der Richtigkeit der Werte besteht.

3.4.5 Grinde far die Anwendung der Retrodialysemethode
Verschiedene Faktoren konnen die Wiederfindung einer Substanz beeinflussen. L&nge,
Durchmesser und Dicke der Membran sowie die Perfusionsgeschwindigkeit und die Perfusi-

126 Vgl. Evrard et al. (1995)
127 Stjernstrom et al. (1993)
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onsldsung sind Faktoren, die von der Mikrodialyseapparatur abhédngen und bis zu einem be-
stimmten Grad beeinflusst werden kénnen. MolekiilgréRRe, Grad der Dissoziation und Hydrat-
hille sind substanzspezifische Faktoren, welche die grundsétzliche Hohe der Wiederfindung
mitbestimmen. Dagegen sind die Blutflussrate oder bewegungsbedingte Anderungen der Son-
denlage im Geféal? Faktoren, die fir kurz- und mittelfristige Veranderungen der Wiederfin-

dung als mégliche Erklarungen in Frage kommen.

Verdnderungen wéhrend des Dialyseprozesses sind schwer zu registrieren und auch nur
schlecht zu beeinflussen. Sowohl interindividuell als auch intraindividuell sind in den vorlie-
genden Untersuchungen Veranderungen der Wiederfindung von 50 % und mehr aufgetreten.
Dies erklart die Notwendigkeit einer permanenten Bestimmung der Wiederfindung. Ohne die
mittels Atenolol durchgefuhrte Korrektur der Mikrodialysekonzentrationen ware eine fehler-
freie Auswertung der erhaltenen pharmakokinetischen Daten nicht méglich gewesen. Eine
permanente Messung der Wiederfindung ist daher fur intravendse Mikrodialyseuntersuchun-
gen essentiell, gerade im Hinblick auf die Zielgruppe (Neugeborene und S&uglinge). Durch
die Grolle der GefaRe werden Verdanderungen im Blut viel schneller relevant. Zum jetzigen

Zeitpunkt ist Retrodialyse mit Kalibrator dafiir die einzig praktikable Methode.

3.4.6 Mikrodialyse und Pharmakodynamik

Die im Zusammenhang mit der Ermittlung pharmakokinetischer Parameter ebenfalls erhobe-
nen pharmakodynamischen Daten wurden anschlief3end einer pharmakodynamischen Analyse
unterzogen. Dies wurde sowohl fir die konventionell gewonnenen als auch mit den durch
Mikrodialyse gewonnenen Sotalolkonzentrationen durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen Ergeb-

nisse waren vergleichbar.

Aufgrund der guten Ubereinstimmung der pharmakokinetischen Daten war dies auch zu er-
warten. Da Sotalol nicht an Plasmaproteine gebunden wirdE,I unterscheiden sich die mit Mik-
rodialyse oder konventionell messbaren Konzentrationen nicht voneinander und entsprechen
aullerdem den pharmakologisch aktiven Konzentration. Dies belegt die grundsatzliche An-
wendbarkeit der Mikrodialyse fur pharmakodynamische Untersuchungen, wie sie auch bereits
mit Antibiotika in infiziertem Gewebe gezeigt wurde@| Die Anwendung einer Mikrodialyse-

methode bei proteingebundenen Arzneistoffen wirde zu geringeren Arzneistoffkonzentratio-

128 Vgl. Anttila et al. (1976)
129 Vgl. Joukhadar et al. (2001); Liu et al. (2002)
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nen im Vergleich zu konventionellen Bestimmungsmethoden flihren, da mit Mikrodialyse nur
der nicht proteingebundene Anteil gemessen wird. Da dieser jedoch ausschlieBlich auch fir
den pharmakodynamischen Effekt verantwortlich ist, eignet sich die Mikrodialyse besonders

fiir pharmakokinetisch-pharmakodynamische Untersuchungen.

Prinzipiell eignet sich die Mikrodialyse fur die Messung der Arzneistoffkonzentration im
Zielgewebe, wie dies Joukhadar et al.mund Liu et aI.]E}Ur Antibiotika im Muskelgewebe
gezeigt haben. Dies konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht durchgefuhrt werden, da
es sich bei dem Zielgewebe von Sotalol um das Myokard handelt. Eine Annéherung durch die
Messung der Arzneistoffkonzentration in der Skelettmuskulatur wére denkbar. Zahlreiche
Untersuchungen zu verschiedenen Arzneistoffkonzentrationen sind in Skelettmuskulatur
durchgefihrt wordenEI Diese Untersuchungen sind jedoch schmerzhaft und erfordern zuséatz-
lich den Einsatz eines Lokalanasthetikumsl'-°'_3‘7| Die hier vorgestellte Methode ist jedoch fiir die
Anwendung bei Neugeborenen, Sauglingen und Kleinkindern entwickelt worden, um mdg-
lichst schonend pharmakokinetische Untersuchungen durchzufiihren. Daher ist die Implanta-
tion einer Mikrodialysesonde im Skelettmuskelgewebe wegen der damit verbundenen
Schmerzen und des Risikos einer Muskelentziindung fir die gedachte Anwendung nicht sinn-

voll.

130 Vgl. Joukhadar et al. (2000)
131 Vgl. Liu et al. (2002)

132 Vgl. De la Pefia et al. (2000)
133 Vgl. Tegeder et al. (1999)
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4 Ausblick

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen Uber die Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik von Sotalol kann die Therapie von tachykarden Herzrhythmusstérungen
mit diesem Arzneistoff jetzt erstmals nach einem wissenschaftlich fundierten Dosierungs-
schema durchgefuhrt werden. Dadurch verkirzt sich die Zeit der Dosisfindung und somit
auch des Krankenhausaufenthalts. Auch die Gefahrdung des Kinds durch die Rhythmussto-
rung wird durch die schnellere Dosisfindung minimiert. Bei unwirksamer Therapie kann tber
eine Talspiegelkontrolle festgestellt werden, ob sich die Konzentrationen im erwarteten Be-
reich befinden. Danach kann entweder eine individuelle Korrektur stattfinden oder aber auf
ein anderes Antiarrhythmikum umgestellt werden. Die erh6hte Empfindlichkeit von Neugebo-
renen und Sduglingen bis zu sechs Monaten gegeniber der sotalolinduzierten QT-
Intervallverlangerung zeigt eine Altersabhangigkeit der Kaliumkanalblockade von Sotalol. Es
konnte jedoch weder eine erhdhte Wirksamkeit noch ein erhohtes proarrhythmisches Risiko
der Sotaloltherapie in dieser Altersgruppe festgestellt werden. Auch eine mdgliche Differen-
zierung der notwendigen Dosis je nach Ursache der tachykarden Rhythmusstérung war im
Rahmen der Untersuchung nicht moglich. Fir die Beantwortung dieser Fragen sind weitere

Studien mit einer groReren Patientenzahl notwendig.

Fur zukinftige pharmakokinetische Studien von Sotalol eignet sich die in dieser Arbeit vorge-
stellte Mikrodialysemethode. Durch die erhohte Anzahl der Messwerte im Vergleich zur kon-
ventionellen Methode werden detailliertere Informationen erhalten. Gleichzeitig ist die Ge-
winnung des Analysenmaterials fur die Patienten schonender. Interindividuelle pharmakoki-
netische Unterschiede innerhalb einer padiatrischen Altersgruppe machen auch zukinftig in-
dividuelle pharmakokinetische Untersuchungen bei der Therapie tachykarder Herzrhythmus-
storungen notwendig. Auch diese kdnnen mithilfe der Mikrodialysetechnik durchgefuhrt wer-

den.

Die erhohte Empfindlichkeit von Neugeborenen und S&uglingen gegeniber der sotalolindu-
zierten Kaliumkanalblockade kann auch bei der Therapie mit anderen Arzneistoffen, die das
QT-Intervall verlangern, eine Rolle spielen. Zum Beispiel das Antibiotikum Erythromycin,

welches hdufig in der P&diatrie verwendet wird, verlangert ebenfalls das QT-Intervall und
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kann proarrhythmische Effekte ausl('jsenl"g_“tI Es ist daher moglich, dass auch Erythromycin bei
Neugeborenen und S&uglingen eine verstarkte Verlangerung des QT-Intervalls bewirkt. Zu-
kiinftig sollte daher bei der Therapie von Krankheiten im Neugeborenen- und Sduglingsalter
besonders sorgfaltig auf eine mdgliche QT-Intervallverlangerung durch Arzneistoffe geachtet
werden. Insbesondere Komedikationen mit QT-Intervalverlangernden Arzneistoffen sollten

vermieden werden.

Fur die Weiterentwicklung der beschriebenen Mikrodialysemethode ist als wichtiger nachster
Schritt die Anwendung bei Kindern zu nennen. Dies sollte zunéachst im Rahmen einer Pilotun-
tersuchung bei einem Kind zwischen finf und zehn Jahren parallel zu einer konventionellen
Plasmabestimmung durchgefuhrt werden. Im Anschluss kann die Methode im Rahmen einer
individuellen Dosiseinstellung auch bei kleineren Kindern angewendet werden. Hier emp-
fiehlt sich zunachst noch die Abnahme einer Kontrollblutprobe vor oder nach der Untersu-

chung.

Die hier entwickelte Mikrodialysezelle zur Bestimmung von Bedingungen fur intravendse
Mikrodialysemethoden koénnte auch auf andere Arzneistoffe ausgeweitet werden. Zusatzlich
ist es moglich, verschiedene andere Parameter wie z.B. Glukosel‘ﬁ'_s-'oder Elektrolyte bei Mik-
rodialyseuntersuchungen mitzubestimmen, um damit weitere Blutentnahmen tberfliissig zu
machen. Die Etablierung von Mikrodialysemethoden fiir andere in der Padiatrie eingesetzte
Arzneistoffe ermdglicht eine Verbesserung der Arzneistofftherapie von Kindern mit verschie-
densten Krankheiten. Hier konnte die intravends angewendete Mikrodialyse alternativ zur
Populationspharmakokinetik angewendet werden. Der Vorteil der Mikrodialyse gegeniber
der Populationspharmakokinetik ist die groRe Menge an Daten, die beim individuellen Patien-
ten gewonnen wird. Dadurch wird die erhaltene Information praziser als bei einer populati-
onspharmakokinetischen Analyse, welche zwar nur geringe Datenmengen bendtigt, jedoch bei
der VVoraussage fir einen einzelnen Patienten mit groReren Ungenauigkeiten behaftet ist. Da-
mit konnte zuklnftig die Mikrodialysetechnik intravends zur schonenden und effektiven
Durchfihrung von PK-PD-Studien bei Neugeborenen und Sauglingen angewendet werden
und einen groRen Beitrag zur Verbesserung der Pharmakotherapie in dieser Population leis-

ten.

134 Vgl. Redfern et al. (2002)
135 Vgl. Baumeister et al. (2001)
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5 Zusammenfassung

Tachykarde Herzrhythmusstérungen konnen fiir Neugeborene, Sduglinge und Kleinkinder
eine lebensbedrohliche Erkrankung darstellen. Eine medikamentdse Therapie ist bei diesen
Patienten meist die einzige Behandlungsmdglichkeit. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde des-
halb eine prospektive, nicht plazebokontrollierte Therapiestudie mit Sotalol zur Behandlung
padiatrischer Patienten mit tachykarden Herzrhythmusstérungen durchgefuhrt. Sotalol wurde
gewadhlt, da es als einziger Beta-Rezeptorenblocker auch Klasse Ill-antiarrhythmische Eigen-
schaften besitzt und bei einem breiten Spektrum von Tachykardien effektiv ist. Aufbauend auf
einer Studie, aus der bereits pharmakokinetischen Informationen gewonnen wurden, sollten
Informationen Uber den Zusammenhang zwischen Konzentration, antiarrhythmischer Wirk-
samkeit und Sicherheit der Therapie erhalten werden. 55 Patienten mit tachykarden Herz-
rhythmusstérungen im Alter von 11 Tagen bis 40 Jahren wurden mit Sotalol in steigenden
Dosen behandelt. Bei effektiver Therapie wurde ein Sotalolplasmakonzentrations-Zeitprofil
Uber 12 Stunden bestehend aus 8 Plasmaproben erstellt. Die Analyse der Plasmakonzentratio-
nen erfolgte mit einer validen HPLC-Methode. Aus den pharmakokinetischen Untersuchun-
gen ergaben sich altersabhéngige Unterschiede bei Clearance, Halbwertszeit und Verteilungs-
volumen, sowie eine erhdhte Arzneimittelexposition bei Neugeborenen. Bei einer Subgruppe
von 32 Patienten wurde der Effekt der sotalolinduzierten QT-Intervallverlangerung beobach-
tet. Dafiir wurde aus Uber 30 12-Kanal-EKG-Aufzeichnungen wahrend des Profils in Ablei-
tung 1l das QT-Intervall bestimmt. Diese QT-Intervalle wurden fur die Herzfrequenz korri-
giert und mit den Sotalolplasmakonzentrationen verkniipft, um die sotalolinduzierte QTc-
Intervallverlangerung zu beurteilen. Es zeigte sich bei Neugeborenen und Sauglingen eine um
180 bis 290 % erhohte QTc-Intervallverlangerung verglichen mit &lteren Kindern. Neugebo-
rene reagieren demnach deutlich empfindlicher auf Sotalol. Eine weitere Subgruppe von 15
Patienten wurde nach einem engeren Dosierungsschema unter permanenter EKG-Kontrolle
behandelt, um einen therapeutischen Bereich zu erhalten. Bei einem Sotaloltalspiegel von
0,4 pg/ml wurde eine therapeutische Erfolgswahrscheinlichkeit von 50 % und bei 0,6 pg/ml
von 90 % gefunden. Aus diesen Talspiegeln ergaben sich mithilfe eines pharmakokinetisch-
pharmakodynamischen Modellings fiir jeden Patienten Start- und Zieldosen, nach denen ein
Dosierungsschema entwickelt wurde: Neugeborene und Patienten Uber 6 Jahre werden mit
einer Startdosis von 2 mg/kg und einer Zieldosis von 4 mg/kg therapiert, Sduglinge (1-6 Mo-
nate) und Kinder zwischen 2 und 6 Jahren mit einer Startdosis von 3 mg/kg und einer Zieldo-

sis von 5 mg/kg, Kleinkinder (7 Monate bis 2 Jahre) mit 3 bis 6 mg/kg. Damit steht erstmals

99



5. Zusammenfassung

ein wissenschaftlich fundiertes Dosierungsschema fir eine schnelle, sichere und effektive

Therapie tachykarder Herzrhythmusstérungen mit Sotalol bei Kindern zur Verfligung.

Bei Neugeborenen und Séauglingen ist die Menge an verfigbarem Blut der limitierende Faktor
fiir pharmakokinetisch-pharmakodynamische Untersuchungen. Eine intravendse Mikrodialy-
semethode wirde keine Blutentnahmen flr die Bestimmung von Arzneistoffkonzentrationen
bendtigen. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden deshalb in vitro-Bedingungen fiir eine solche
Methode ermittelt, fir die zundchst eine geeignete in vitro-Testapparatur entwickelt wurde.
Als Pilotsubstanz wurde Sotalol verwendet. Es geht keine Bindung mit Proteinen ein, diffun-
diert gut durch die Mikrodialysemembran und wird auch in der Zielgruppe der Neugeborenen
und Sduglinge eingesetzt wird. Als geeignetes Perfusionsmittel zeigte sich Ringerlésung mit
einem Zusatz von 4 % Dextran. Das Dextran war essentiell zum Ausgleich des onkotischen
Drucks und wurde dem Dialysat vor der Analyse zum Schutz der HPLC-Anlage enzymatisch
entzogen. Die Perfusionsgeschwindigkeit war bei 1,0 pl/min optimal. Bei dieser Geschwin-
digkeit betrug die in vitro-Wiederfindung 94 + 7,9 % (MW z SD). Zum Ausgleich mdglicher
Verdnderungen der Wiederfindung in vivo wurde Atenolol als Kalibrator fiir eine permanente

Kontrolle der Wiederfindung von Sotalol nach dem Prinzip der Retrodialyse evaluiert.

Im dritten Teil wurde die in vitro evaluierte Mikrodialysemethode intravends bei sechs Pro-
banden nach Applikation von 160 mg Sotalol angewendet. Gleichzeitig wurde die Pharmako-
Kinetik konventionell Gber Blutentnahmen bestimmt und die dabei gewonnenen pharmakoki-
netischen Parameter mit den per Mikrodialyse erhaltenen verglichen. Dies ergab eine Uber-
einstimmung der bestimmten Mikrodialysat- und Plasmakonzentrationen von 103 + 3,3 %
(MW % 90 % CI). Die daraus berechneten pharmakokinetischen Parameter waren zwischen
den beiden Methoden vergleichbar. Auch die gleichzeitig durchgefiihrte pharmakodynami-
sche Untersuchung erbrachte fiir beide Methoden nahezu identische Ergebnisse mit 100 +
0,5 % (MW = SD) fir den Basiseffekt (QT-Intervall) und 100 + 6,5 % fir die Empfindlichkeit
(mikrodialysebasierte Analyse bezogen auf die konventionelle Analyse). Die Mikrodialyse-
methode zeigte somit gleichwertige Ergebnisse zur konventionellen Methode. Vorteile der
Mikrodialyse sind das Ausbleiben von Blutentnahmen sowie die damit verbundene hohere
zeitliche Aufldsung durch das kontinuierliche Sammeln von Mikrodialysat. Da durch Mikro-
dialyse ausschlie3lich die proteinungebundene und damit wirkbestimmende Arzneistofffrakti-

on bestimmt wird, ist dieses Verfahren auch besonders gut fur ein PK-PD Modelling geeignet.
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5. Zusammenfassung

Summary

Supraventricular tachycardia can be life-threatening for newborns and infants. An antiar-
rhythmic pharmacotherapy often is the only therapeutic option in this population. Therefore,
in the first part of this work a prospective clinical trial was carried out for the treatment of
tachycardia in newborns, infants, and children using sotalol. Sotalol was selected as it com-
bines class Il- and class Ill-antiarrhythmic properties, and it is effective in the treatment of
different types of tachycardia. Based on a study that gave some information about the phar-
macokinetics of sotalol in children, the relation between plasma concentration and antiar-
rhythmic effect should be investigated in this population. 55 patients aged between 11 days
and 40 years were treated with rising doses of sotalol to answer these questions. Eight plasma
concentrations were sampled over 12 hours if the therapy was effective. The plasma samples
were analyzed using a validated HPLC assay. The pharmacokinetic investigations showed
age-related differences in clearance, volume of distribution, and half life, and a larger drug
exposure in the newborns. The sotalol-induced QT-interval prolongation was investigated in a
subgroup of 32 patients. Therefore, more than 30 12-lead-electrocardiograms were recorded
during the pharmacokinetic investigations. The QT-interval was measured in lead Il and cor-
rected for heart rate. Afterwards the QT-intervals were connected with the plasma concentra-
tions to get the sotalol-induced QT-interval prolongation. The data showed a 180 to 290 %
higher QT-interval prolongation for newborns compared to older children at the same sotalol
plasma levels. Accordingly, newborns react more sensitive to the sotalol-induced QT-interval
prolongation than older patients. A second subgroup of 15 patients was treated with smaller
incremental dosages under permanent electrocardiographic control in order to find a therapeu-
tic range for the treatment of tachycardia with sotalol in children. Half of the children con-
verted to sinus rhythm at trough levels of 0.4 pg/ml, and 90 % of the patients converted to
sinus rhythm at trough levels of 0.6 pg/ml. These trough levels were used in a pharmacoki-
netic-pharmacodynamic model to calculate the individual necessary dose for each patient to
reach 50 or 90 % probability for an effective therapy. An age-related dosing schedule was
established from the gathered individual doses: newborns and children over 6 years of age
start with sotalol doses of 2 mg/kg/day. The target dose is 4 mg/kg. Infants (1-6 months) and
patients between 2 and 6 years of age have a starting dose of 3 mg/kg and a target dose of
5 mg/kg. Toddlers (7 months to 2 years) start with 3 mg/kg and the target dose is 6 mg/kg.
This is the first age-related dosing schedule based on pharmacokinetic and pharmacodynamic

data enabling a save and effective treatment of tachycardia in this population.
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5. Zusammenfassung

In newborns and infants, the low available blood volume limits pharmacokinetic-
pharmacodynamic investigations. The use of intravenous microdialysis would avoid blood
samples for plasma concentrations of drugs. Therefore, in the second part of this work an in
vitro test devices was developed to evaluate an in vitro microdialysis method for in vivo intra-
venous application. The beta receptor blocker sotalol served as a test drug. It shows no protein
binding, and therefore it is expected to diffuse excellently through the microdialysis mem-
brane. Furthermore, sotalol often is used in the target group of this method, newborns and
infants. As perfusion fluid, ringer’s solution with addition of 4 % dextran was selected. The
addition of dextran is necessary to cope with the oncotic pressure of the proteins in blood.
Before analysis, the dextran was removed enzymatically to prevent the HPLC system from
clotting. A microdialysis flow rate of 1.0 pl/min was optimal. Using this flow rate, the in vitro
recovery of sotalol was 94 + 7.9 % (mean + SD). For the reason of possible changes in the in
vivo recovery due to the variability in blood flow, atenolol was added to the perfusion fluid as
a calibrator following the principle of retrodialysis.

In the third part of this work the microdialysis method was applied intravenously to six
healthy male volunteers over 24 hours after ingestion of 160 mg sotalol. Simultaneously con-
ventional plasma samples were collected. The pharmacokinetic data gathered from both
methods were compared afterwards. Microdialysis method and conventional method led to
comparable pharmacokinetic parameters. Microdialysate sotalol concentrations were also
comparable to the conventional plasma concentrations with 103 = 3.3 % (percent of plasma
concentration; mean + 90 % CI). The simultaneously performed pharmacodynamic analysis
led to almost identical results with 100 + 0.5 % (mean = SD) for the baseline effect (QT-
interval) and 100 = 6.5 % for the sensitivity (microdialysis based parameters in percent of
conventional parameters). Therefore, the presented microdialysis method showed equally
good results compared to the conventional plasma sampling. The great advantage of this new
method is the blood free sampling of drug concentrations in plasma and the higher temporal
resolution that can be reached sampling continously. As only the unbound fraction of the drug
is sampled, this method will be even more suitable for pharmacokinetic-pharmacodynamic
modelling than conventional plasma sampling, as it is only the unbound fraction of the drug
that is responsible for the effect.
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7 Verzeichnis der verwendeten Abktrzungen

A

AF

AFL
ANOVA
AUC

AV-Knoten
AV-RT
C

C max

C.lI
Cl
CPMP

CUP
C.v.
CYP2D6
CYP3A4
D

DAB
Dextran
dQTc

E

Eo

EAT
ECso
EKG
EMEA

°C
v-GT
GFR
GOT

Atenolol

Vorhofflattern

Vorhhofflattern (englisch: atrial flutter)
Varianzanalyse (englisch: analysis of variances)

Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeitkurve eines Wirkstoffs (eng-
lisch: area under the curve)

Atrioventrikularknoten (englisch: atrioventricular node)
AV-Knoten-Reentrytachykardie
Plasmakonzentration

Maximale Plasmakonzentration eines Wirkstoffs innerhalb eines Dosie-
rungsintervalls

Konfidenzintervall (englisch: confidence interval)
Totale Korperclearance aus Plasma

Ausschuss der EG fiur Arzneispezialitaten (englisch: Committee for Pro-
prietary Medicinal Products)

Mikrodialysemembran aus Cuprophan
Variationskoeffizient (englisch: coefficient of variation)
Enzym Zytochrom-P450-2D6

Enzym Zytochrom-P450-3A4

Arzneistoffdosis

Deutsches Arzneibuch

Dextran 70 (Molekulargewicht 70 Kilodalton)
QTec-Intervallverlangerung

Effekt

Basaler Wert der gemessenen Effektgrolie vor Arzneistoffgabe
Ektope atriale Tachykardie

Konzentration, die zum halbmaximalen Effekt fuhrt
Elektrokardiogramm

European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
Bioverfugbarkeit

Grad Celsius

Gamma-Glutamat-Transferase

Glomerulare Filtrationsrate
Glutamat-Oxalat-Transaminase
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7. Verzeichnis der verwendeten Abkulrzungen

GPT

HERG

HF
HPLC

ICH

Ikr
I.V.
JET

LOQ
LZ-EKG

MetOH
ml

min
mm

ms

mV

ul

pm
MW

nm
NaOH

Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Stunde

Genlokus des Kaliumkanals fur den verzdgerten Gleichrichterstrom (eng-
lisch: human ether a go go related gene)

Herzfrequenz

Hochleistungsflussigkeitschromatographie (englisch: High Performance
Liquid Chromatography)

Internationale Harmonisierungskonferenz (englisch: International Confe-
rence on Harmonisation)

Kaliumkanal flir den verzdgerten Gleichrichterstrom
Intravends
Junktionale ektope Tachykardie

Absorptionsgeschwindigkeitskonstante
Kilodalton

Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
Kilogramm

Korpergewicht

Komedikation

Liter

natlrlicher Logarithmus zur Basis e
Untere Bestimmungsgrenze (englisch: Limit of Quantitation)
24 Stunden Langzeit-Elektrokardiogramm
Mannlich

Methanol

Milliliter

Minuten

Millimeter

Millisekunden

Millivolt

Mikroliter

Mikrometer

Arithmetischer Mittelwert

Anzahl

Nanometer

Natriumhydroxid
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7. Verzeichnis der verwendeten Abkulrzungen

p-Welle
pH

PA

PD
PJRT
PK
PK-PD
QRS-Komplex
QT
QTc
QTcs
QTce
R

RR

S

S
Sotalol
SD

ss
SVES
SVT

by

tIag

tmax

U/min
VES
Vyg
VIV
VT

w

Wahrscheinlichkeit (englisch: probability)
Strecke im Elektrokardiogramm

negativer dekadischer Logarithmus der HsO*-lonenkonzentration

Mikrodialysemembran aus Polyamid
Pharmakodynamik

Permanente junktionale Reentrytachykardie
Pharmakokinetik
Pharmakokinetisch-pharmakodynamisch
Wegstrecke im EKG (Q bis S)
Wegstrecke im EKG (Q bis Ende T-Welle)
Korrigiertes QT-Intervall

Korrigiertes QT-Intervall nach Bazett
Korrigiertes QT-Intervall nach Fridericia
Korrelationskoeffizient

Wegstrecke im EKG (R bis R)

Sekunde

Sotalol

Razemat aus D- und L-Sotalol
Standardabweichung

Flielgleichgewicht (englisch: steady state)
Supraventrikuldre Extrasystole
Supraventrikuldre Tachykardie

Zeitpunkt nach Arzneimittelapplikation
Terminale Eliminationshalbwertszeit

Verzogerungszeit zwischen Medikamenteneinnahme
konzentrationsanstieg

und Plasma-

Zeitpunkt nach Medikamenteneinnahme bei Erreichen der maximalen

Plasmakonzentration des Wirkstoffs

Umdrehungen pro Minute

Ventrikuldre Extrasystole

Verteilungsvolumen (englisch: Volume of Distribution)
Volumen pro Volumen

Ventrikulare Tachykardie

Weiblich

WPW-Syndrom  Wolff-Parkinson-White-Syndrom
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