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Abkiirzungsverzeichnis

a- TCR a- T- Zell- Rezeptor

APC Antigen présentierende Zelle

AUC Flache unter der Konzentrations- Zeit- Kurve
(area under the curve)

Co Blutspiegelkonzentration vor
Medikamenteneinnahme

C Blutspiegelkonzentration eine Stunde nach
Medikamenteneinnahme
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Medikamenteneinnahme
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Medikamenteneinnahme

Ce Blutspiegelkonzentration sechs Stunden nach
Medikamenteneinnahme

Crax Maximalblutspiegelkonzentration
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CyA Ciclosporin A

EDTA Ethylene Diamine Tetra- Acetate

FPIA Fluoreszenzpolarisations- Immunoassay

FSGN Fokal sklerosierende Glomerulonephritis

G6PDH Glucose- 6- Phosphat- Dehydrogenase

G6PDH Glucose- 6- Phosphatdehydrogenase

GFR Glomerulére Filtrationsrate

IgA Immunglobulin A

IMPDH Inosin- Monophosphat- Dehydrogenase

KOF Korperoberfliache
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Pat. Patient
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r? Bestimmtheitsmal}

RR diast Diastolischer Blutdruck
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Tmax Zeit (h) bis zum Erreichen der maximalen
Konzentration

Tx Transplantation

III




Inhaltsverzeichnis Seite

1. Zusammenfassung 1
2. Einleitung 3
2.1 Nierentransplantation 3
2.2 Mechanismen der Transplantatabstoflung 4
2.3 Formen der Abstoflung und Symptomatik 4
2.4 Ciclosporin A 5
2.5 Mycophenolatmofetil (MMF) 8
2.6 Glucocorticoide 9
2.7 Tacrolimus 10
2.8 Antikorper und Fusionsmolekiile 10
2.9 Gegenwiirtige Protokolle der Immunsuppressiva 10
2.10 Drug Monitoring 11
3. Zielstellung der Arbeit 14
4. Patienten und Methoden 15
4.1 Patienten 15
4.2 Methoden 19
4.2.1 Materialgewinnung 19
4.2.2 Bestimmung der Ciclosporin- Blutkonzentration 19
4.2.3 Bestimmung der Mycophenolat- Blutkonzentration 19
4.2.4 Bestimmung der Calcineurin- Phosphatase- Aktivitiit 20
4.2.5 Auswertung der Messergebnisse 24

IV



5. Ergebnisse

5.1 Ciclosporin A

5.1.1 Ciclosporin: Profil 1

5.1.2 Ciclosporin: Profil 2

5.1.3 Vergleich des ersten und zweiten Profils
5.2 Mycophenolatmofetil (MMF)

5.2.1 Mycophenolatmofetil: Profil 1

5.2.2 Mycophenolatmofetil: Profil 2

5.2.3 Vergleich des ersten und zweiten Profils
5.3 Calcineurin- Phosphatase- Aktivitit

5.3.1 Calcineurin- Aktivitiit: Profil 1

5.3.2 Calcineurin- Aktivitiit: Profil 2

6. Diskussion

7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Literaturverzeichnis

Anhang

26
26
26
32
38
40
40
45
50
52
52
54

57

67

68

76



1. Zusammenfassung

Die Blutkonzentration zwei Stunden nach Applikation (C,) von Ciclosporin-
Mikroemulsion hat sich bei erwachsenen Nierentransplantatempfangern im Rahmen der
immunsuppressiven Therapie als sensitiver Einzelmesswert zur Abschidtzung der
Ciclosporin- Exposition erwiesen. Von Kindern existieren derzeit wenige Daten nach
Nierentransplantation.

Primires Ziel der Arbeit war die Evaluierung der C,- Spiegel und eines
pharmakokinetischen Kurzprofils fiir Ciclosporin- Mikroemulsion und
Mycophenolatmofetil bei Kindern in der Spitphase nach Nierentransplantation, welche
eine Kombinationstherapie aus Ciclosporin- Mikroemulsion und Mycophenolatmofetil mit
oder ohne Prednisolon erhielten und eine stabile Nierenfunktion aufwiesen (Kreatinin-
Konzentration < 225 umol/l). Das Hauptziel stellte dabei die Beantwortung der Frage dar,
zu welchem Zeitpunkt die Immunsuppressiva- Konzentration die beste Regression mit der
Fliche unter der Konzentrations- Zeit- Kurve (AUC) =zeigt und damit als
Einzelzeitmesspunkt den hochsten pradiktiven Wert fiir die Berechnung der AUC liefert.
Das sekundére Ziel bestand in der Evaluierung der Calcineurin- Phosphatase- Aktivitdt in
den ersten sechs Stunden nach der CyA- Gabe als Parameter der Calcineurin- Inhibition.

In einer prospektiven Pharmakokinetik- Studie wurden bei 13 Kindern (Alter bei der
Transplantation 13,6 + 3,7 Jahre), bei denen die Transplantation zum Zeitpunkt des ersten
Profils 41,9 + 28,2 Monate zuriicklag, AUC- Profile durchgefiihrt. Aus den Ciclosporin-
und Mycophenolatmofetil- Blutkonzentrationen wurden zweimalig im Abstand von 8§
Wochen die Fliachen unter den Konzentrations- Zeit- Kurven wihrend den ersten vier
(AUCy.4) bzw. sechs (AUCy.4) Stunden nach der Medikamenteneinnahme ermittelt. Fiir die
pharmakokinetische Untersuchung wurden den Patienten unmittelbar vor (Co) und 1 (C,), 2
(C2), 3 (C3), 4 (C4) und 6 (Co) Stunden nach Einnahme der Immunsuppressiva jeweils 5 ml
venoses Blut entnommen.

Die mittlere Serum- Kreatinin- Konzentration betrug im ersten Profil 119 + 36 pmol/l und
im zweiten Profil 127 £ 41 pmol/l (p= 0,41), die mittlere glomeruldre Filtrationsrate (GFR)
nach Schwartz lag bei 78,6 + 14,5 vs. 76,7 = 18,6 ml/min/1,73m? (p= 0,61) und die mittlere
CyA- Dosis bei 142 + 31,7 vs. 137 + 32,3 mg/m*/d (p= 0,09). Die AUCy.¢ betrug im ersten
Profil 2794 + 780,3 ng*h/ml und im zweiten Profil 2829 + 668,8 ng*h/ml (p= 0,95).

Die C,- Spiegel lagen bei 731 £ 255,1 ng/ml vs. 773 £ 233,6 (p= 0,68). C, zeigte in einer

linearen Regressionsanalyse die beste Ubereinstimmung mit der AUCo4 (1>= 0,72; p<
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0,001 vs. r’= 0,89; p< 0,001). Die Co- Spiegel zeigten dagegen wesentlich schlechtere
Regressionen (= 0,53; p= 0,005 vs. r’= 0,32; p= 0,057).

Die AUC.¢ von Mycophenolatmofetil lag im ersten Profil bei 46,5 + 14,3 und im zweiten
Profil bei 49,4 + 14,3 pg*h/ml.

Die Calcineurin- Aktivitdt zu den entsprechenden Zeitpunkten Cy bis Cg zeigte in beiden
Profilen eine Stunde nach Medikamenteneinnahme die geringste Aktivitit. Dabei wurde
insgesamt eine geringere Inhibition des Enzyms nachgewiesen als in vergleichbaren
Untersuchungen anderer Autoren.

Die Blutkonzentration zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme (C,) ist als
Einzelmesswert fiir ein verbessertes Monitoring der Ciclosporin- Therapie langzeit-
nierentransplantierter padiatrischer Patienten besonders gut geeignet. Fiir Kinder gibt es
bislang keinen Konsens hinsichtlich empfohlener C,- Konzentrationen fiir Ciclosporin A.
Eine Empfehlung fiir einen Algorithmus zur Erfassung der MMF- Exposition anhand eines
Einzelmesswertes ist aufgrund der eigenen und in der Literatur angegebenen
ungeniigenden und widerspriichlichen Korrelationen mit der Fliache unter der
Konzentrations- Zeit- Kurve nicht moglich. Eine mogliche Losung dieses Problems bietet
die Durchfiihrung eines Kurzprofils, das auf einer Blutabnahme vor MMF- Gabe, sowie 30

min und 2 Stunden nach MMF- Gabe basiert.



2. Einleitung

2.1 Nierentransplantation

Die erste Nierentransplantation wurde 1954 in Boston unter der Leitung von Joseph
Murray durchgefiihrt. In Deutschland werden in 18 pédiatrisch- nephrologischen Zentren
jéhrlich iiber 80 Nierentransplantationen bei Kindern durchgefiihrt. Bei ca. 20 % der
Kinder wird eine Lebendspende durch einen FElternteil realisiert, was bei der
Nierentransplantation aufgrund der Haploidentitdt von groem Vorteil ist. Die besondere
Bedeutung der erfolgreichen Nierentransplantation ist zum einen in einer weitgehend
normalen korperlichen und geistigen Entwicklung des Kindes zu sehen. Dariiber hinaus
wird durch den Wegfall von zeitaufwédndigen Nierenersatzverfahren (Dialyse) eine bessere
Integration des Kindes in sein soziales Umfeld moglich.

Die bei Kindern zugrundeliegenden Erkrankungen unterscheiden sich maBgeblich von
denen Erwachsener (Ganschow et al. 2003a). Bei Erwachsenen stellt vornehmlich die
diabetische Nephropathie eine Indikation zur Nierentransplantation dar. Bei Kindern
fiihren zu zwei Drittel angeborene Anomalien der Nieren und Harnwege und hereditére
Nephropathien zur Nierentransplantation. In statistischen Auswertungen {iber die
Haufigkeit der chronischen Niereninsuffizienz im Kindesalter zeigte sich in einem Drittel
aller Fille die Diagnose ,,Pyelonephritis® (Misselwitz 1986). Bei der Mehrzahl dieser
Kinder lagen als Grunderkrankungen angeborene Harntraktanomalien (Obstruktionen,
beidseitiger Reflux) vor.

Komplikationen bestehen zum einen in den verschiedenen Formen der
Abstofungsreaktionen und zum anderen in unerwiinschten Wirkungen der
Immunsuppression. Die immuntherapeutische Kontrolle der Abstoungen stellt eine
Grundvoraussetzung fiir den Erfolg einer Transplantation dar, wobei sich der behandelnde
Arzt zwischen den Polen akute und chronische AbstoBung einerseits,
Uberimmunsuppression, Toxizitit, Infektion und Posttransplantations- Tumoren

andererseits bewegt.



2.2 Mechanismen der Transplantatabstof3ung

Antigen- prisentierende Zellen (APC) des Transplantatempfiangers oder des Spenders
wandern in die T- Zellen- Regionen der sekundéren lymphatischen Organe. Nach Bindung
des Antigens an den T- Zell- Rezeptor kommt es zur Aktivierung der T- Zelle, welche drei
Signalketten in Gang setzt: Calcium- Calcineurin, Mitogen- aktiviertes Protein (MAP) und
die Protein- Kinase C. Diese Signalketten resultieren unter anderem in der Expression von
Interleukin- 2. Die T- Zellen infiltrieren das Transplantat und verursachen typische
Rejektionsldsionen wie eine Tubulitis und in weiter fortgeschrittenen Féllen eine
endotheliale Arteriitis (Halloran 2004).

Antikdrper konnen ebenfalls fiir eine TransplantatabstoBung verantwortlich sein, ohne dass
T- Zellen neu aktiviert werden miissen. Eine besondere Rolle spielen dabei die hyperakute
und akzelerierte Rejektion iiber praformierte Antikorper gegen HLA- Antigene
(Histokompatibilititsantigene), welche vor einer T- Zell- Aktivierung zum
Transplantatuntergang fiihren konnen. Unter dem HLA- System versteht man das fiir die
Immunabwehr wichtige Regulationssystem des Menschen, das erstmals an weilen
Blutkorperchen anhand der von ihnen kodierten Oberflichen- Antigene (HLA- Antigene)
entdeckt wurde. Diese Formen der Rejektion sind aufgrund der besseren
Gewebstypisierung und Antikérper- Testung vor der Transplantation selten geworden

(Ganschow et al. 2003b).

2.3 Formen der Abstoflung und Symptomatik

Es konnen die akute bzw. vaskuldre AbstoBungsreaktion und die chronische
AbstoBungsreaktion unterschieden werden. Die akute T- Zell- vermittelte
TransplantatabstoBBung ist heute dank spezifischer Immunsuppression auch im Kindesalter
zu einem zunehmend selteneren Ereignis geworden (Ganschow et al. 2003c). Die
Mehrzahl der akuten AbstoBungen tritt in den ersten 4 Wochen nach der Transplantation
auf. Eine Rejektion zeigt sich héufig erst in Folgeerscheinungen der mangelnden
Organfunktion, die sich in einer eingeschrankten Urinproduktion, Bluthochdruck, Urdmie
und Odemen #uBert. Daher sind regelmiBige Kontrollen von Funktions- und
Schadigungsparametern wie Kreatinin, GOT (Glutamat- Oxalacetat- Transaminase), GPT

(Glutamat- Pyruvat- Transaminase), Herzechographie und héufig eine bioptische



Sicherung der Verdachtsdiagnose notwendig. Die Banff Klassifikation, welche auf den
Kriterien Tubulitis und Arteriitis basiert, erlaubt eine Einteilung der AbstoBungsreaktionen
in histologische Schweregrade (Baltzan und George 1999). Die Rejektionen werden in
Antikorper vermittelte Rejektionen wie die hyperakute und die akzeleriert akute Rejektion,
in die Borderline- Rejektion (=verdédchtig auf Rejektion), in akute Rejektionen und in die
verschiedenen Stadien der chronischen bzw. sklerosierenden Nephropathie eingeteilt.

Die durch priformierte zytotoxische Antikorper vermittelte hyperakute bis akzelerierte
Rejektion erfordert einen fritheren Kontakt des Empfangers mit spenderspezifischen
Antigenen, z.B. wihrend der Schwangerschaft, nach Bluttransfusionen oder nach
vorangegangener Transplantation. Das Erkennen der Spender- Antigene auf dem
Gefillendothel des Transplantats fithrt zur vaskuldren Schidigung mit Organverlust
innerhalb von 48 Stunden.

Der  friihere  Terminus ,chronische  AbstoBung® ist durch ,chronische
Transplantatdysfunktion® ersetzt worden. Die Mechanismen dieses Funktionsverlustes sind
bislang nicht eindeutig geklédrt. Gerade im Kindesalter, mit der bedeutend ldngeren Rest-
Lebensspanne, stellt eine stabile Transplantatfunktion eine Grundvoraussetzung dar, um
wiederholte Retransplantationen zu vermeiden. Daher muss eine gute initiale
Transplantatfunktion, Toxizititsvermeidung von Calcineurin- Inhibitoren und die
Vermeidung von sekundédren Risikofaktoren wie Hypertonie, Adipositas und Infektionen
gewdhrleistet ~ werden.  Hauptsymptome der  chronischen  Abstoung  nach
Nierentransplantation sind progredienter Kreatininanstieg iiber Monate, Proteinurie und

arterieller Hypertonus.

2.4 Ciclosporin A

Die Geschichte des Ciclosporin A begann mit der Entnahme von Bodenproben durch
Mitarbeiter der Firma ,,Sandoz* in der Hardanger Vidda in Norwegen. Aus diesen Proben
wuchs ein Pilz: Tolypocladium inflatum Gams. Aus diesem Pilz wurde im Jahr 1971
Ciclosporin isoliert. Die Substanz zeigte in ersten Untersuchungen im Januar 1972 im
Labor von Jean Borel in Basel immunsuppressive Wirksamkeit: Die Bildung
hidmagglutinierender Antikorper bei immunisierten Méusen wurde signifikant gehemmt,
nicht aber die Proliferation von Mastzellen. In anderen Experimenten an der Ratte wurden

spater erhohte Harnstoffwerte gefunden. Somit stand bereits damals fest: Die Substanz hat



immunsuppressive, aber keine antiproliferativen Eigenschaften (wie z.B. Azathioprin) und

st moglicherweise fiir eine reduzierte Nierenfunktion mit verantwortlich (Land 2001a).

In Abb. 1 wird die immunsuppressive Wirkung des Ciclosporins schematisch dargestellt.
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Abb. 1: Mechanismus der Signaliibertragung in T- Lymphozyten (Land 2001b)

Die Antigen- prasentierende Zelle (APC) trdgt auf ihrer Oberfliche MHC- Proteine (major
histocompatibility complex), welche den Hauptkomplex im HLA- System des Menschen
darstellen (siche Abb. 1). Nachdem die APC der T- Zelle das Antigen présentiert hat und
es zur Bindung an den T- Zell- Rezeptor gekommen ist, ist die Aggregation des T-
Zellrezeptors (- TCR) mit dem CD4- Molekiil erforderlich. Das akzessorische CD4-
Molekiil stabilisiert die TCR- MHC- Wechselwirkung, verldngert den Kontakt zwischen
beiden Partnern und ermdéglicht den CD3- Polypeptidmolekiilen Signale zu iibermitteln.
Dies fiihrt zur Tyrosin- Phosphorylierung des CD- Komplexes, welche die Assoziation mit
den zytosolischen Tyrosinkinasen auslost. Uber zum Teil noch nicht genau aufgeklirte

Zwischenstufen kommt es zu einer Aktivierung der Phospholipase C- y. Dies hat eine



Erh6éhung der intrazelluldren Calcium- Konzentration durch Inositol- Trisphosphat zur
Folge (Loffler und Petrides 1998).

Ciclosporin greift in den Aktivierungsprozess von T- Lymphozyten ein. Die entscheidende
Rolle spielt dabei Calcineurin (Clipstone und Crabtree 1992, Batiuk et al. 1997).
Calcineurin (CN) ist eine Serin- Threonin- Phosphatase, die aus einer katalytischen
Untereinheit A und einer regulatorischen Untereinheit B besteht. Die Phosphatase ist
normalerweise inaktiv, weil ihre autoinhibitorische Domine den aktiven Teil blockiert. Ein
Anstieg des zytosolischen Calciums verdndert die regulatorische Untereinheit und
verursacht die Bindung von Calmodulin an die katalytische Untereinheit A, welche den
aktiven Anteil freigibt. Aus der Aktivierung von CN resultiert eine Desphosphorylierung
und Aktivierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Loh et al. 1996, Luo et al.
1996a, Luo et al. 1996b, Beals et al. 1997). Diese Faktoren regulieren die Transkription
von T- Lymphozyten- aktivierenden Genen, -einschlieBlich zahlreicher Zytokine
(Interleukin- 2, Interferon- vy, Granulozyten- Makrophagen- Kolonie- stimulierender
Faktor, Interleukin- 4, Interleukin- 3, Tumornekrosefaktor- o, Membranproteine wie CD
40L) (Su et al. 1994, Rao et al. 1995, Fuleihan et al. 1994) und FasL in T- und natiirlichen
Killerzellen (Kronke et al. 1984, Elliot et al. 1984). Ciclosporin A, ein hydrophobes
zyklisches Peptid von 11 Aminosduren, verhindert die Transkription von diesen Genen und
damit die T- Zell- Aktivierung (Kronke et al. 1984, Elliot et al. 1984, Schreiber und
Crabtree 1992).

Ciclosporin A stellt ein sog. ,,prodrug* dar, d.h. es muss erst an die Isomerase Cyclophilin
binden, um in die eigentlich wirksame Substanz umgewandelt zu werden. Diese geht mit
Calcineurin einen Komplex ein, woraus eine nicht- kompetitive Hemmung der
Calcineurin- Phosphatase resultiert (Clipstone und Crabtree 1992, Liu et al. 1991).
Ciclosporin kann daher nicht mehr von seinem Bindungsplatz durch einen anderen
Bindungspartner verdrangt werden. Folge ist die Hemmung der T- Zell- Aktivierung und -
Proliferation.

Zu den hiufigsten Nebenwirkungen von Ciclosporin A gehdren Nephrotoxizitit,
Hyperlipiddmie, Hypertrichose und Hypomagnesidmie (Lucan et al. 2004). Hinsichtlich
der Nephrotoxizitit unterscheidet man die akute und die chronische Nephrotoxizitdt. Die
akute Form geht als Folge einer Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen aufgrund zu
hoher CyA- Spiegel mit einem Abfall der glomeruldren Filtrationsrate sowie mit einer
renal- tubuldren Dysfunktion einher. Die chronische Nephrotoxizitdt resultiert in einer

irreversiblen Nephrosklerose und kann zum Organversagen fiihren. Einfliisse von



Ciclosporin auf die glatte Muskulatur und damit auf die Gefdllspannung konnen eine
arterielle Hypertonie induzieren. Weitere unerwiinschte Wirkungen stellen die
Gingivahyperplasie, bei erhohter Wirkstoff- Exposition die Neurotoxizitit, in seltenen
Féllen eine diabetische Stoffwechselentgleisung und die Beeinflussung des
Knochenstoffwechsels infolge einer verminderten Vitamin- D- und Kalzium- Resorption
im Darm dar (Land 2001d). Es wurde iiber eine erhdhte Inzidenz von Malignomen,
insbesondere Hauttumoren unter hdherer Ciclosporindosierung berichtet (Dantal et al.

1998).

2.5 Mycophenolatmofetil (MMF)

Mycophenolatmofetil ist zugelassen fiir die Prophylaxe von AbstoBungsreaktionen bei
Empfangern allogener Nieren- und Herztransplantate und wird derzeit auf die Eignung zur
Prophylaxe von AbstoBungsreaktionen bei Empfingern anderer Organe gepriift. Das
Medikament sollte in Kombination mit Ciclosporin und Corticosteroiden gegeben werden
(European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study Group 1995, Sollinger 1995,
Kobashigawa et al. 1998).

MMF ist der 2- Morpholinoethylester der Mycophenolsdure (MPS) und wurde als
Beimedikation entwickelt, welche die Bioverfiigbarkeit von MPS, dem aktiven
Immunsuppressivum, verbessern sollte. In vivo wird MMF zu MPS hydrolysiert, einem
potenten und selektiven de- novo- Purinsyntheseinhibitor, der eine reversible, nicht-
kompetitive Inhibition der Inosin- Monophosphat- Dehydrogenase (IMPDH) bewirkt. MPS
bewirkt eine selektive Verminderung der Guaninnucleotide und blockiert sowohl die T- als
auch die B- Lymphozytenproliferation. Diese IMPDH- Hemmung fiihrt zu einer
Unterdriickung stiarkerer Immunreaktionen (Allison et al. 1993, Wu 1994, Shaw et al.
1998, Bullingham et al. 1998). In der Leber erfolgt die Glucuronisierung zum MPS-
Glucuronid (MPSQG). In den klinisch eingesetzten Dosierungen sind MPS und MPS-
Glucuronid zu jeweils 97 % bzw. 82 % an Albumin gebunden. Mehrere Medikamente, die
unter Umstdnden gleichzeitig verabreicht werden, wie Ciclosporin, Prednisolon und
Tacrolimus, hatten keine Auswirkung auf die Bindung von MPS an menschliches
Plasmaprotein (Nowak et al. 1995).

MMF in Kombination mit Ciclosporin und Corticosteroiden hat zu einer Senkung der

akuten AbstoBungen bei erwachsenen und pidiatrischen Nierentransplantatempféangern



wiahrend der ersten 6 bis 12 Monate nach Transplantation um 50 % im Vergleich zu
Azathioprin gefiihrt. In einer Arbeit von Jungraithmayr et al. wird die Rejektionsrate nach
einem Jahr unter MMF- bzw. Azathioprin- Therapie mit 38 vs. 59 % angegeben und nach
drei Jahren mit 46 vs. 61 % (Jungraithmayr et al. 2003).

Zu den haufigsten unerwiinschten Wirkungen von Mycophenolatmofetil zdhlen bei
padiatrischen Nierentransplantatempfiangern Leukopenie, Andmie, Infektionen und

gastrointestinale Symptome wie Ubelkeit und Diarrhde (Ténshoff et al. 2004).

2.6 Glucocorticoide

Corticosteroide ~ werden  bereits seit 1954 bei  Nierentransplantationen als
Immunsuppressiva verwendet.

Steroide wirken immunsuppressiv aufgrund der Hemmung der Gen- Transkription in
Makrophagen und T- Lymphozyten iiber intrazellulire Rezeptoren, die mittels
Hitzeschockproteinen in den Zellkern transportiert werden und ein Glucocorticoid-
sensibles Element (GRE) der Zytokin- Gene inhibieren (Ganschow et al. 2003d). Steroide
wirken synergistisch mit Ciclosporin auf die Zytokin- Transkription und konnen daher in
geringer Dosis die Wirkung dieser Medikamente deutlich verstirken. Glucocorticoide
fiihren in der Langzeittherapie zu erheblichen Nebenwirkungen und Folgeerkrankungen.
Das bekannte Cushing- Syndrom kann ab einer interindividuell schwankenden Schwelle
von 7,5 mg Prednisolon auftreten. Von besonderer Bedeutung ist die Gefahr einer
Osteoporose, die durch Auflosung der mesenchymalen Knochenmatrix und teilweise durch
die Vitamin- D- antagonistische Wirkung sowie durch Hemmung der Knochenneubildung
infolge Unterdriickung der Expression des Prokollagen- I- Gens entstehen kann. Die
katabolen Eigenschaften der Steroide konnen zu Atrophien von Muskulatur und Haut
fiihren, bei Kindern treten Wachstumsstorungen auf. Eine alternierende Steroidgabe
scheint ein besseres Wachstum der Kinder nach der Transplantation bei gleichzeitiger
Pravention akuter AbstoBungen zu ermoéglichen (Broyer et al. 1992). In einer kiirzlich
erschienenen  Arbeit wird iber den erfolgreichen Steroidentzug bei 20
nierentransplantierten Kindern berichtet (Hocker et al. 2004). Dabei zeigte sich ein
signifikant verbessertes Wachstum der Kinder gegeniiber der Kontrollgruppe, welche

weiterhin Steroide eingenommen hat.



2.7 Tacrolimus (FK 506)

Unter Tacrolimus bzw. FK 506 versteht man ein Makrolidantibiotikum, welches aus
Streptomyces tsukubaensis hergestellt wird. Die Wirkung besteht wie bei Ciclosporin A in
einer Hemmung der Calcineurin- Phosphatase (siche Abb. 1). Im Gegensatz zu Ciclosporin

A wird {iber weniger Nebenwirkungen berichtet (Halloran 2004).

2.8 Antikorper und Fusionsmolekiile

OKT 3 ist ein monoklonaler Antikorper der Klasse IgG2a, der durch die Immunisierung
von Miusen mit humanen T- Lymphozyten und anschlieBender Fusion der CD3-
spezifischen B- Lymphozyten mit murinen Myelomzellen erzeugt wird (Neumayer et al.
2001). OKT 3 ist gegen den CD3- Rezeptor- Komplex der T- Zellen gerichtet und inhibiert
unspezifisch alle T- Zellen (siche Abb. 1). Zu den ausgepragten Nebenwirkungen gehdren
anaphylaktische Reaktionen sowie das ,capillary leak-,, oder ,first dose-,, Syndrom,
worunter man ein klinisches Bild mit Fieber, Myalgien, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall
und Schiittelfrost zusammenfasst. Aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen bleibt dieses
Immunsuppressivum Patienten mit therapieresistenten Rejektionen vorbehalten.

Aus Tierseren werden Anti- Thymozyten- (ATG) und Anti- Lymphozyten- Globuline
(ALG) gewonnen.

Die molekularbiologische Technik der Molekiilfusion fiihrte zu einer neuen Klasse
immunmodulatorischer Proteine. Gegenwiértig stehen mit Basiliximab und Daclizumab
Substanzen zur Verfiigung, die zur Blockade des IL- 2a- Rezeptors (CD25) fiihren und die
T- Zell- Aktivierung inhibieren.

2.9 Gegenwirtige Protokolle der Immunsuppressiva

Derzeit stellt eine immunsuppressive Behandlung nach Transplantation eine
Kombinationstherapie dar. Die konventionelle Behandlung sieht eine Basis-
Immunsuppression vor bestehend aus einer hoch dosierten Gabe von Ciclosporin A,
Mycophenolatmofetil und Prednisolon und nach schrittweiser Reduktion der Steroiddosis

aus einer Erhaltungs- Immunsuppression. Halloran hat in einer kiirzlich erschienenen
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Arbeit ein Protokoll angegeben, das eine Induktionstherapie aus Anti- CD25- Antikorpern
oder Antithymozyten- Antikérpern vorsieht, in der Frithphase nach Transplantation einen
Calcineurin- Inhibitor, Mycophenolatmofetil und Prednisolon, welches nach der
Transplantatadaptation reduziert werden kann (Halloran 2004). Andere Protokolle sehen
zur  Erhaltungstherapie  Steroide in  Kombination mit  Azathioprin  oder
Mycophenolatmofetil und Ciclosporin oder Tacrolimus vor. Kiirzlich sind Kombinationen
mit Rapamycin, einem Makrolidantibiotikum, hinzugekommen, das zusétzlich oder im

Austausch fiir entweder Mycophenolatmofetil oder Ciclosporin eingesetzt wird.

2.10 Drug Monitoring

Eine medikamentdose immunsuppressive Therapie nach einer Nierentransplantation ist
unerldsslich fiir die Prophylaxe von AbstoBungsreaktionen. Eines der Hauptprobleme
bestand viele Jahre darin, nach der Organtransplantation eine addquate Immunsuppression
zu erreichen. Angesichts der =zahlreichen und breiten Nebenwirkungen der
Immunsuppressiva stellt es eine besondere Herausforderung fiir den behandelnden Arzt
dar, das richtige Mall zwischen einem wirksamen Schutz vor Rejektionen und den
negativen Auswirkungen der immunsuppressiven Medikamente zu finden. Entscheidend
ist dabei, die immunsuppressive Therapie mit Ciclosporin anhand von Absorptionsprofilen
und individueller Pharmakokinetik, dem Drug- Monitoring, zu optimieren. Das
Verteilungsvolumen von Ciclosporin bei Kindern entspricht dem von Erwachsenen. Kinder
weisen jedoch einen aktiveren Stoffwechsel auf, so dass sie Medikamente rascher
metabolisieren. Um eine vergleichbare Immunsuppression wie beim Erwachsenen zu
erreichen, benotigt ein Kind wesentlich héhere Dosierungen der Immunsuppressiva. Somit
konnen Dosierungen, die im Erwachsenenbereich erhoben wurden, nur eingeschrankt auf
Kinder iibertragen werden konnen. Empfehlungen fiir das Monitoring und Dosierungen
miissen daher auf pédiatrischen Studien basieren. Die beste BezugsgroBe fiir die
therapeutischen Standarddosen im Kindesalter stellt nicht die Einteilung in verschiedene
Altersgruppen oder die Dosierung nach Korpergewicht, sondern der Bezug auf die
Kérperoberfliche in m” dar (Hoyer 2000).

Aufgrund des engen therapeutischen Bereichs von Ciclosporin A ist es unerlésslich, die
Ciclosporin- Konzentration im Blut zu bestimmen und anhand von diesem Spiegel die

Dosierung einzustellen. Bisher erfolgte die Dosierung ausschlieBlich nach Talspiegel (Co-
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Konzentration), d.h. 12 Stunden nach der letzten Einnahme. Das entscheidende Maf} zur
Abschétzung der Ciclosporin- Exposition stellt jedoch die Fliche unter der Konzentrations-
Zeitkurve (AUC= area under the curve) dar (Land 2001c). Die ersten grundlegenden
Studien mit dem Ziel der Entwicklung eines angemessenen Monitoring- Verfahrens
wurden von Lindholm und Kahan sowie Kahan et al. durchgefiihrt (Lindholm und Kahan
1993, Kahan et al. 1996). Die Berechnung der Fliache unter der Konzentrations- Zeit-
Kurve von Ciclosporin iiber ein 12- Stunden- Intervall nach der Medikamenteneinnahme
(AUCy.12) bot einen préziseren pradiktiven Wert fiir akute AbstoBungen als andere
Parameter, einschlieBlich Cy (Lindholm und Kahan 1993). Ein Hindernis fiir die Akzeptanz
dieses Vorgehens stellte die klinische Praktikabilitdt dar. Ein pharmakokinetisches Profil
bei einem Patienten, der alle 12 Stunden Ciclosporin einnehmen muss, bedeutet eine
Blutabnahme 12 Stunden nach der letzten Einnahme fiir die Bestimmung des Talspiegels
und mehrmalige stiindliche Blutabnahmen. Aus diesem Grund gibt es jetzt das Bestreben,
den pradiktiven Wert von kiirzeren Profilen zu iiberpriifen. Kelles et al. konstatierten in
einer Arbeit die enge Korrelation der AUCy mit der AUC,.;; (Kelles et al. 1999).
Pharmakokinetischen =~ und  pharmakodynamischen = Daten  zufolge stellt die
Resorptionsphase- die ersten 4 Stunden nach Dosisverabreichung (sieche Abb.2)- den
Zeitraum der hochsten Ciclosporin- Exposition und der hochsten individuellen

Schwankungen dar (Levy 2001).
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Abb. 2: Ciclosporin- Blutkonzentrationen iiber die Zeit nach Gabe als Mikroemulsion bei
Erwachsenen (Levy et al. 2001)
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Die AUC 4 liefert niitzliche Anhaltspunkte fiir die Effektivitit der Immunsuppression,
weil in den ersten 4 Stunden nach Medikamenteneinnahme das Maximum der
Calcineurininhibition und Interleukin- 2- Transkriptionshemmung erreicht wird (Nashan et
al. 2003). Als MaB fiir die Ciclosporin- Exposition wurde in der vorliegenden Arbeit die
AUC wihrend der ersten 6 Stunden nach der Medikamenteneinnahme (AUC.¢) gewéhlt,
da auch Probanden mit einer langsameren Medikamentenresorption in die Betrachtungen
einbezogen werden sollten. Als Routinemethode zur Therapieliberwachung ist jedoch die
Bestimmung der AUC(.¢ bzw. AUC(.4 weder praktikabel noch kostenmdBig zu vertreten,
noch sind dem Patienten die zahlreichen Blutabnahmen zumutbar. Uber lange Zeit galt der
Talspiegel (Co) als Kompromiss zur Uberwachung und Einstellung der Ciclosporin-
Dosierung. Ein Problem war in der Tatsache zu sehen, dass die Talblutspiegel nicht mit der
AUCj4 bzw. AUC,.1; als Extrapolation der tatsdchlichen Wirksamkeit korrelierten. Zur
Losung dieses Problems versuchte man die AUC.4 dahingehend zu verkiirzen, dass man
Einzelmessungen innerhalb der ersten vier Stunden durchfiihrte und diese mit der AUCy.4
korrelierte, um die hochste Regression mit einer einzelnen Variable nachzuweisen. Die
Ciclosporin- Konzentration 2 Stunden nach Einnahme des Immunsuppressivums hat sich
in mehreren Studien gegeniiber C, als aussagekriftigere Variable fiir die individuelle
Abschitzung der Ciclosporin- Exposition erwiesen. Das erdffnet die Chance, rascher als
bisher eine Unter- oder Uberdosierung zu erkennen und damit den mdglichen Folgen
gegenzusteuern. Der C,- Wert stellt eine zuverldssige Bezugsgrofe fiir die
Dosisoptimierung dar, da er eine hohe Regression (r*= 0,81 bis 0,89) mit der AUCq4
aufgewiesen hat und damit eine bessere Vorhersage der klinischen Wirksamkeit und
Vertraglichkeit ermoglicht (Nashan et al. 2003). Cy zeigte dagegen nur Regressionen
zwischen 1’= 0,03 und 0,64. Die Entwicklung eines therapeutischen Drug- Monitorings
ermoglichte die Anpassung der immunsuppressiven Behandlung bei Erwachsenen. So
wurden fiir erwachsene Transplantatempfinger besonders in der Frithphase nach
Transplantation mehrere verkiirzte Formeln angegeben, nach welchen die AUC berechnet
werden konnte (Amante und Kahan 1996). Sehr wenige Untersuchungen haben sich jedoch
mit dem C,- Monitoring bei erwachsenen Patienten in der stabilen Phase nach
Nierentransplantation befasst (Di Paolo et al. 2004). Fiir die therapeutischen C,- Zielwerte
bei Kindern, unter denen akute Abstoungen bei moglichst geringen Nebenwirkungen
vermieden werden konnen, und ein entsprechendes Monitoring padiatrischer Patienten

existieren derzeit keine ausreichenden Publikationen (Hoyer und Vester 2004).
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3. Zielstellung der Arbeit

Primires Ziel der Arbeit war die Evaluierung der C,- Spiegel und eines
pharmakokinetischen Kurzprofils (AUCy.¢ bzw. AUCy.4) fiir Ciclosporin- Mikroemulsion
und Mycophenolatmofetil bei Kindern in der Spédtphase nach Nierentransplantation,
welche eine  Kombinationstherapie  aus  Ciclosporin-  Mikroemulsion  und
Mycophenolatmofetil mit oder ohne Prednisolon erhielten und eine stabile Nierenfunktion
aufwiesen (Kreatinin-Konzentration < 225 umol/l). Das Hauptziel stellte dabei die
Beantwortung der Frage dar, zu welchem Zeitpunkt die Immunsuppressiva- Konzentration
die beste Regression mit der Fliache unter der Konzentrations- Zeit- Kurve (AUC) zeigt
und damit den hochsten pradiktiven Wert fiir die AUC liefert.

Das sekundére Ziel bildete die Evaluierung der Calcineurin- Phosphatase- Aktivitét in den

ersten sechs Stunden nach der CyA- Gabe als Parameter der Calcineurin- Inhibition.
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4. Patienten und Methoden

4.1 Patienten

In die Untersuchung einbezogen wurden 13 Patienten des Arbeitsbereiches Nephrologie
der Kinderklinik der Friedrich- Schiller- Universitét Jena.

Folgende Einschlusskriterien mussten fiir die Teilnahme an der Studie erfiillt werden:

Die Patienten haben Ciclosporin- Mikroemulsion und Mycophenolatmofetil mit oder ohne
Prednisolon eingenommen, waren Einzelorganempfianger mit erstem Transplantat und
stabiler Nierenfunktion (kein progredienter Anstieg der Serum- Kreatinin- Konzentration >
225 umol/l). Weitere Einschlusskriterien stellten ein stabiler Gesundheitszustand, keine
akuten Infektionen oder gastrointestinale Erkrankungen dar. Zudem musste eine Phase
stabiler Talspiegel fiir Ciclosporin und Mycophenolatmofetil von mindestens 8 Wochen
vorliegen. Die Patienten bzw. deren Eltern wurden vor Studienbeginn schriftlich und
miindlich iiber Wesen und Tragweite der geplanten Untersuchung, insbesondere iiber den
moglichen Nutzen fiir ihre Gesundheit und eventuelle Risiken, aufgeklart und haben ihre
Einwilligung gegeben.

Ausschlusskriterien ~ waren  Mehrorgantransplantationen oder mehr als eine
Nierentransplantation, gastrointestinale Erkrankungen zum Zeitpunkt der Untersuchung
sowie nicht niichterne Patienten.

Von jedem Patienten wurden jeweils zwei Profile im Abstand von 8 Wochen durchgefiihrt,
um zu zeigen, dass sich in der Spitphase nach Nierentransplantation nur eine geringe
intraindividuelle Variabilitdt zwischen Profil 1 und Profil 2 ergibt. Bei einer Patientin
wurde nur ein Profil durchgefiihrt, da sie im Verlauf der Studie auf ein anderes

Immunsuppressivum umgestellt worden war.

Tab. 1 zeigt die Alters- und Geschlechtsverteilung der Patienten. An dem ersten Profil
haben 13 Patienten teilgenommen. Das mittlere Alter lag dabei bei 17,1 £ 3,9 Jahren. Unter
den Patienten waren 9 ménnlich und 4 weiblich. Das mittlere Alter bei der Transplantation
betrug 13,6 £ 3,7 Jahre. Die Nierentransplantation war bei diesen Patienten vor 41,9 £ 28,2
Monaten durchgefiihrt worden. Bei 11 Patienten lag die Transplantation mehr als 6 Monate
zurlick. Ein Patient wurde mit in die Untersuchung einbezogen, dessen Transplantation
zum Zeitpunkt des ersten Profils 3 Monate zuriicklag, da er eine stabile Nierenfunktion

aufgewiesen hat. Bei einem anderen Patienten, der ebenfalls eine stabile Nierenfunktion
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zeigte, waren seit der Transplantation 5 Monate vergangen. An dem zweiten Profil haben
12 Probanden teilgenommen. Dies muss bei der Betrachtung des jeweiligen Medians bzw.

Mittelwerts der aufgefiihrten Parameter beriicksichtigt werden.

Tab. 1: Alters- und Geschlechtsverteilung

Profil 1 Profil 2
n 13 12
Geschlecht 9/4 9/3
(ménnlich/weiblich)

Median (min-max) | Mittelwert + SD Median (min-max) | Mittelwert + SD
Alter (Jahre) 17,8 (7,6- 21,3) 17,10 + 3,87 18,5 (7,8- 21,5) 17,82 £ 4,01
Alter bei Tx (Jahre) 14,3 (5,6-19,8) 13,60 * 3,65 14,3 (5,6-19,8) 13,60 + 3,65
Zeit nach Tx (Monate) |42 (3- 105) 41,9 £28,2 40 (5-107) 42,2 +28.4

Tab. 2 gibt einen Uberblick iiber Gewicht (kg), GroBe (cm) und Korperoberfliche (m?).

Tab. 2: Gewicht, Grofie und KOF

Profil 1 Profil 2

Median (min-max) | Mittelwert + SD Median (min-max) | Mittelwert = SD
Gewicht (kg) 70,9 (29,0-90,8) | 62,4 + 18,9 70 (29,5-88) 65,5+ 16,9
GroBe (cm) 159 (121,6-184,4) 160,8 £ 17,9 165 (122,7-184,4) 165,9 £ 12,9
KOF (m?) 1,8 (1,0-2,1) 1,66 £ 0,34 1,8 (1,0-2,1) 1,72 £0,28

Im ersten Profil betrug die mittlere Kreatinin- Konzentration 105 (64-184) umol/l, im
zweiten Profil 112 (85-217) umol/l (p=0,41), welche damit {iber dem Normbereich bei
nichttransplantierten Personen von 53 bis 110 umol/l lag (Tab. 3). Die mittlere glomeruldre
Filtrationsrate nach Schwartz betrug im ersten Profil 71,4 (59,8-110,6) ml/min/1,73m?, im
zweiten Profil 72,8 (52,7-115,2) ml/min/1,73m? (p=0,61).

Tab. 3: Kreatinin, GFR und Blutdruck

Profil 1 Profil 2
Median (min-max) | Mittelwert + SD Median (min-max) | Mittelwert + SD
Kreatinin (umol/l) 105 (64-184) 119 £ 36 112 (85-217) 127 £41
GFR (ml/min/1,73m?) | 71,4 (59,8-110,6) 78,6 £ 14,5 72,8 (52,7-115,2) 76,7 £ 18,6
RR syst (mmHg) 121 (105-140) 122+ 12 124 (101-133) 122+9
RR diast (mmHg) 70 (55-84) 70 £8 76 (62-92) 759
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Tab. 4 gibt einen Uberblick iiber wichtige Laborparameter. AuBerhalb der Norm lagen im
ersten Profil neben der Kreatinin- Konzentration die mittlere Erythrozyten- Konzentration,
die mittlere Hidmoglobin- Konzentration, die mittlere Harnsdure- Konzentration und die
mittlere Calcium- Konzentration.

Im zweiten Profil lagen wiederum die mittlere Kreatinin- Konzentration, die mittlere
Erythrozyten- Konzentration, die mittlere Himoglobin- Konzentration und die mittlere
Harnsdure- Konzentration aulerhalb der Norm. Zudem wies auch die mittlere Harnstoft-
Konzentration leicht erhohte Werte auf. Die iibrigen in Tab. 4 aufgefiihrten Parameter
lagen im Normbereich.

Signifikante Unterschiede zwischen dem ersten und dem zweiten Profil gab es bei den
Parametern Gewicht (p= 0,027), GréBe (p= 0,015), Leukozyten (p= 0,007) und
Héamoglobin (p= 0,004).

Bei allen anderen Parametern konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

ersten und dem zweiten Profil ermittelt werden.

Tab. 4: Laborparameter

Parameter IEinheit |Mittelwert Profil 1| SD |Mittelwert Profil 2| SD |Normbereich
H 7,40 0,03 7,40 0,03| 7,32-7,42
Blutzucker mmol/l 5,6 0,96 5,5 0,99| 3,1-<6,1
[Erythrozyten |Tpt/] 3,9 0,4 3,9 0,4 4,5-59
Leukozyten  |Gpt/] 6,4 1,2 5,3 0,7 44-11,3
Hamoglobin  |{mmol/l 7,0 0,8 6,8 0,7 7,6-10,9
IHamatokrit % 35 3,4 34 3,7 35-48
Thrombozyten |Gpt/! 247 77 242 65 177-379
IHarnstoff mmol/l 7,9 2,0 9,1 3,1 3,6-8,9
Harnsdure mol/l 454 101 468 127 | 140-420
INatrium mmol/l 139 3 138 3 136-145
Kalium mmol/l 4,8 0,4 4,9 0,3 3,6-5,1
Calcium mmol/l 2,58 0,11 2,55 0,08 2,1-2,55
IPhosphat mmol/l 1,26 0,15 1,32 0,23 0,8-1,43
Magnesium  |[mmol/l 0,8 0,1 0,8 0,1 0,4-1,0
Triglyceride  [mmol/l 1,33 0,5 1,58 0,77| 0,35-2,30
Cholesterin mmol/l 4,5 1,1 4,5 1,1 3,1-5,2
HDL mmol/l 1,30 0,36 1,30 0,43| 1,15-1,40
LDL mmol/l 2,47 0,56 2,40 0,71 <39
ALAT mol/l*s 0,17 0,06 0,15 0,07| 0,08-0,37
IASAT mol/l*s 0,25 0,09 0,24 0,04| 0,08-0,30
Bilirubin mol/l 10,1 4,1 10,4 3,6 <17
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Als Grunderkrankungen (sieche Tab. 5) lagen bei 5 Patienten Urethralklappen und bei 3
Patienten eine juvenile Nephronophthise vor. Bei zwei Patientinnen hatte eine
Refluxnephropathie zu der Niereninsuffizienz gefiihrt, wobei bei einer Patientin zusétzlich
ein hdmolytisch urdmisches Syndrom vorlag. Weitere Grunderkrankungen stellten eine
rapid progressive Glomerulonephritis, eine IgA- Nephropathie, eine fokal sklerosierende

Glomerulonephritis und eine beidseitige Nierenhypoplasie dar.

Tab. 5: Renale Grunderkrankung

IPatient [Krankheit

L.C. Urethralklappen

F.M. |[Hamolytisch urdmisches Syndrom, Refluxnephropathie

H.J. Refluxnephropathie

F.S. Urethralklappen

IL.M.  Juvenile Nephronophthise

G.N.  |Urethralklappen

L.R. Rapid progressive Glomerulonephritis

B.S. IgA- Nephropathie

T.M. [Nierenhypoplasie beidseits

B.T. Juvenile Nephronophthise

K.M. |Juvenile Nephronophthise

H.M. |Urethralklappen

IA.C.  [Fokal-sklerosierende Glomerulonephritis

Bei einem der 13 Patienten war eine Lebendspende durchgefiihrt worden. Bei 4 Patienten

traten Rejektionen auf, von denen 2 durch Cytomegalievirus- Infektion getriggert wurden.

Tab. 32 und 33 im Anhang zeigen die Begleitmedikation fiir jeden einzelnen Patienten.
insichtlich der Begleitmedikation gab es zwischen Profil 1 und Profil 2 keine wesentlichen

Unterschiede.

Als Vergleichspersonen fiir die Bestimmung der Aktivitdt der Calcineurin- Phosphatase
dienten 8 gesunde Probanden (5 ménnlich; 3 weiblich) im Alter zwischen 8 und 20 Jahren
(15,9 £ 3,7 Jahre).

Die Untersuchung wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki in der
aktuellen Fassung von 1996 durchgefiihrt. Die Teilnahme der Patienten an der
Untersuchung war freiwillig; die Zustimmung konnte jederzeit, ohne Angabe von Griinden
und ohne Nachteile filir die weitere medizinische Versorgung, zuriickgezogen werden. Der
Untersuchungsplan wurde vor Studienbeginn der Ethikkommission der Friedrich- Schiller-
Universitét Jena zur Begutachtung vorgelegt und bewilligt.
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4.2 Methoden

4.2.1 Materialgewinnung

Die Patienten kamen niichtern zur Blutuntersuchung, die 12 Stunden nach der letzten
Einnahme der Immunsuppressiva zu erfolgen hatte. Am Abend vor der Untersuchung
sollte die letzte Einnahme des Ciclosporins und des Mycophenolatmofetils zeitgleich
erfolgen. Vor der Medikamenteneinnahme erfolgte eine Blutabnahme fiir die Bestimmung
der weiteren Laborparameter (Tab. 4). Fiir die pharmakokinetische Untersuchung wurden
den Patienten unmittelbar vor (Cp) und 1 (Cy), 2 (C,), 3 (C3), 4 (C4) und 6 (Ce) Stunden
nach Einnahme der Immunsuppressiva jeweils 5 ml vendses Blut entnommen. Die
Entnahme erfolgte iiber eine Flexiile, die iiber die Dauer des Untersuchungszeitraumes
liegen blieb, um mehrfache Venenpunktionen zu vermeiden. Es wurden pro Blutentnahme
jeweils 2 EDTA- Monovetten a 2,5 ml benétigt, 2,5 ml fiir die Bestimmung der CyA- und
der MMF- Konzentration und 2,5 ml fiir die Bestimmung der Calcineurin- Aktivitit. Beide

Monovetten wurden sofort nach jeder Abnahme ins Labor gebracht und weiterverarbeitet.

4.2.2 Bestimmung der Ciclosporin- Konzentration

Die Bestimmung der Ciclosporin- Blutkonzentration im EDTA- Vollblut erfolgte durch
das Analysensystem AXSYM der Fa. Abbott GmbH, einem Fluoreszenzpolarisations-
Immunoassay (FPIA).

4.2.3 Bestimmung der Mycophenolat- Konzentration

Die Mycophenolat- Konzentration im Plasma wurde mittels Emit®- 2000-
Mycophenolsdure- Test an dem Gerdt Cobas mira bestimmt.
Fir die Bestimmung der MPS- Konzentration sind im wesentlichen drei Reagenzien
notwendig:

1. Antikorpereagenz: Es enthdlt monoklonale Antikorper der Maus, welche auf

Mycophenolsdure reagieren und Nicotinamidadenindinucleotid (NAD).
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2. Enzymreagenz: Mycophenolsiure, welche mit Glucose- 6- Phosphatdehydrogenase
(G6PDH) markiert ist. G6PDH ist nur im ungebundenen Zustand aktiv und wandelt
das oxidierte NAD in NADH um und bewirkt dadurch eine Verdnderung der
kinetischen Absorbanz, die sich im Spektralphotometer messen lésst.

3. Patientenplasma, dessen MPS- Konzentration bestimmt werden soll.

Der Test basiert auf der Konkurrenz um MPS- Antikorper- Bindungsstellen. MPS im
Plasma des Patienten konkurriert mit der MPS in dem Enzymreagenz. Je hoher die MPS-
Konzentration im Plasma des Patienten ist, desto mehr Antikdrper- Bindungsstellen
werden dadurch besetzt. Somit wird weniger markiertes MPS an die Bindungsstellen
gebunden und die G6PDH wandelt mehr NAD in NADH um. Die MPS- Konzentration des
Patientenplasmas ist somit proportional zu der NADH- Bildung.

4.2.4 Bestimmung der Calcineurin- Aktivitdt

Separation der Leukozyten aus dem Vollblut

Zur Separation der Leukozyten aus dem Vollblut wurde LeucoSep® der Firma Greiner
Bio- One verwendet.

LeucoSep® besteht aus 3 Komponenten: Rohrchen, Filterscheibe und Trennldsung. Als
Trennlosung diente Ficoll- Isopaque- Losung der Firma Pharmacia. Ein Tris- Saline-
Puffer fungierte als Waschlosung.

Die Ficoll- Isopaque- Losung wurde auf Zimmertemperatur erwédrmt, gleichzeitig vor Licht
geschiitzt. Den Rohrchen wurden jeweils 3 ml Ficoll- Isopaque Ldsung zugegeben.
AnschlieBend wurden die Rohrchen 1 min bei 1000 g zentrifugiert. Die Ficoll- Isopaque-
Losung befand sich danach unterhalb der Filterscheibe. Nunmehr erfolgte die Zugabe von
2,5 ml EDTA Vollblut des jeweiligen Patienten. Um die Zellen schonend zu behandeln,
erfolgte eine Zentrifugation von 15 min bei nur 800 g. Aufgrund dieser kurzen
Zentrifugationszeit sollten die Zellen im Vergleich zu herkommlichen Methoden weniger
geschiadigt werden. Nach der Zentrifugation ergab sich von oben nach unten folgende
Schichtung: Plasma- Leukozyten- Ficoll-Isopaque- Filterscheibe- Ficoll- Isopaque-
Erythrozyten. Das Plasma wurde als oberste Schicht mit einer Pipette entnommen und
verworfen. Die Leukozyten konnten anschlieBend mit Hilfe einer Pasteur-Pipette aus dem

LeukoSep®- Rohrchen transferiert werden. Die Leukozyten wurden in 10 ml
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phosphatgepufferter Salzlosung resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation fiir 10
min bei 250 g und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde verworfen und die Leukozyten
mit 5 ml phospatgepufferter Salzlosung resuspendiert und fiir weitere 10 min bei 250 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet mit 1 ml Puffer
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte an dem Gerdt KX 21 die maschinelle Messung der
Leukozytenkonzentration (Gpt/l) in der Probe. Nach diesem Schritt wurden 4 ml Puffer
hinzugegeben, bei 250 g fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand entnommen und nur die

Leukozyten ohne Puffer bei —70°C eingefroren.

Die Vorgehensweise bei dieser Arbeit entsprach im Wesentlichen der Anleitung der
BIOMOL® Research Laboratories, Inc. fir den BIOMOL GREEN™ CELLULAR
CALCINEURIN ASSAY KIT PLUS AK- 816.

Bestimmung der Calcineurin- Phosphatase- Aktivitdt

Die Bestimmung der Calcineurin-Phosphatase- Aktivitdt beruht auf der photometrischen
Messung der Extinktionen bei 620 nm des Phosphatrests, welcher von einem synthetisch

hergestellten Peptid durch die Calcineurin- Phosphatase abgespalten wird.

Bei dem verwendeten Testkit konnte die Bearbeitung einzelner Arbeitsschritte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgen, so wurde am ersten Tag die Vorbereitung der
Proben und die Entfernung des freien Phosphats vorgenommen, anschlieBend wurden die
gereinigten Proben eingefroren. Die eigentliche Bestimmung der Calcineurin- Aktivitét

wurde am zweiten Tag durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung der Proben wurden folgende Chemikalien und Chemikaliengemische
verwendet:
Lyse- Puffer [KI-135] (50 nM Tris, pH 7,5, 0,1 nM EDTA, 0,1 EDTA, 1 mM DTT,
0,2 % NP-40)
Protease- Inhibitor [KI-103]
Desalting Resin [KI-100] (P6 DG Desalting Resin, ein Entsalzungsreagenz)
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Der erste Schritt bestand in der Lyse der Leukozyten. Zundchst wurde in 10 ml Lyse-
Puffer eine Tablette eines Protease- Inhibitors gegeben. Die den Proben- Pellets
hinzugegebene Puffermenge wurde in Anlehnung an die Studie von Halloran et al. (1999)
berechnet, in deren Untersuchung 1,5 x 10° Zellen in 100 pl Puffer lysiert wurden. Da sich
die Anzahl der separierten Leukozyten in den Proben unterschieden hat, wurde durch
Zugabe der geméll der Leukozytenzahl berechneten Puffermenge die gleiche Leukozyten-
Konzentration in den Proben erzielt. Nach kurzem Vortexen wurde das Extrakt in
Eppendorf- Gefidlle pipettiert und bei 9500 g fiir 45 min bei 4°C zentrifugiert. Wéihrend
dieser Zentrifugation setzten sich Zellwandreste am Boden der GefiBe ab, der Uberstand,
welcher die Bestandteile des Zytoplasmas und somit auch Calcineurin beinhaltete, wurde
entnommen und in Eppendorf- Gefile pipettiert. Im folgenden Schritt erfolgte die
Entfernung des freien Phosphats aus der Probe, da bei der photometrischen Messung nur
die Phosphatmenge gemessen werden sollte, welche durch die Phosphatase Calcineurin
von dem spiter zugegebenen synthetisch hergestellten Peptid [PI- 160] abgespalten wurde.
Dazu wurde der Extrakt der Proben durch eine Séule mit Entsalzungsreagenz hindurch bei

800 g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Die Proben wurden erneut bei -70°C eingefroren.

Am zweiten Tag wurde die Bestimmung der Calcineurin- Phosphatase- Aktivitét
durchgefiihrt.

Fiir die Messungen wurden folgende Chemikalien und Chemikaliengemische verwendet:

Calmodulin [SE101-9090]

Versuchspuffer [KI-128] (zweifach konzentriert) (100 mM Tris, pH 7,5, 200 mM
NaCl, 12 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,05 % NP-40)

Substrat [PI-160] (RII Phosphopeptid, Asp-Leu-Asp-Val-Pro-Ile-Pro-Gly-Arg-Phe-
Asp-Arg-Val-pSer-Val-Ala-Ala-Glu)

dH,O (destilliertes Wasser)

Positivkontrolle [SE163-9090]

Biomol Green Reagenz [AK111-9090]

Phosphat Standard [KI-132]

Alle Versuchsbestandteile, auer dem Biomol Green Reagenz wurden in ein Eisbad gelegt.
Calmodulin, welches eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der Calcineurin-

Phosphatase spielt, wurde im Verhéltnis 1:50 dem Versuchspuffer hinzugegeben. RII-
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Phosphopeptid [PI- 160], von welchem ein Phosphatrest abgespalten werden sollte, wurde
durch Zugabe von dH,O in einer Konzentration von 0,75 mM vorbereitet. Fiir die
Erstellung einer Phosphat- Standardkurve (photometrisch gemessene optische Dichte
versus Phosphatmenge) wurde eine schrittweise Verdiinnung des Phosphat Standard [KI-
132], dessen Ausgangsstoffmenge 4 nmol betrug, mit dem Versuchspuffer durchgefiihrt.
Zusétzlich zu den entsprechenden Patientenproben wurde parallel eine positive Kontrolle
durchgefiihrt.

Zunichst wurden 10 pl destilliertes Wasser in die entsprechenden Kavitdten der
Mikrotiterplatte pipettiert. AnschlieBend wurden 25 ul Versuchspuffer hinzugegeben. Zu
jeder Probe wurden 10 ul Substrat [PI- 160], von dem Calcineurin das Phosphat abspaltet,
pipettiert. Nach einer 10 miniitigen Inkubation bei 30°C wurde der Calcineurin- Assay
durch Zugabe der vorbereiteten Patientenproben bzw. der Positivkontrolle gestartet und bei
30°C fiir 30 Minuten inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit fand die Abspaltung des
Phosphats durch die Calcineurin- Phosphatase statt. Zum Nachweis des abgespaltenen
Phosphats wurden nach der Inkubation 100 pl Biomol Green Reagenz Ak 111-9090 in alle
Kavititen einschlieBlich der Phosphat- Standard- Kurven gegeben.

Nach 25 min konnten die Extinktionen in dem Mikrotiterplatten- Lesegerét bei 620 nm

gemessen werden.

Datenanalyse

Die bei 620 nm gemessenen Extinktionen (OD 620 nm) wurden gegen die entsprechenden
Phosphatkonzentrationen (Phosphat- Standardkurve) aufgetragen.

Es wurde eine Regressionsgerade eingezeichnet und aus dem Anstieg und dem
Schnittpunkt mit der y- Achse die Geradengleichung errechnet.

Anhand dieser Gleichung konnte die Stoffmenge des freien Phosphats (nmol) berechnet

werden:

Phosphat = (OD 620 nm — Schnittpunkt)/ Anstieg
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4.2.5 Auswertung der Messergebnisse

Die Flache unter der Konzentrations- Zeit- Kurve (AUCy4) von Ciclosporin und

Mycophenolatmofetil wurde anhand der Trapez- Regel berechnet.

AUC()-l = (T] — T()) X (C() + C]) /2

T = Zeitpunkt der Blutabnahme

C = Konzentration der Immunsuppressiva zu den entsprechenden Zeitpunkten

Die AUCy.¢ bzw. AUC.4 wurde durch die Summe der einzelnen Fliachen ermittelt (Trapez-
AUCQ).
Demgegeniiber steht die, durch Einsetzen der Einzelzeitmesswerte in eine

Regressionsgleichung, berechnete AUC.¢ bzw. AUC.4.

Die Berechnung der Korperoberflache erfolgte nach der Formel von DuBois und DuBois

(1916):

KOF= (Kérperlinge x Korpergewicht/ 3600) (m?)

Die Kreatinin- Clearance wurde nach der Formel von Schwartz berechnet (Schwartz et al.

1987).

Kreatinin- Clearance = Korperldnge (cm) x k / Serum- Kreatinin (umol/l)

Die Variable k ist abhéingig von Alter und Geschlecht. Sie betragt fiir Neugeborene mit zu
niedrigem Geburtsgewicht bis 1 Jahr 29, fiir normalgewichtige Neugeborene bis 1 Jahr 40
und fiir Kinder zwischen 2 und 12 Jahren 48. Bei Médchen zwischen 13 und 21 Jahren

wird ein k von 48 eingefiigt und bei Jungen dieser Altersgruppe ein k von 62.

24




Statistik

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS (Version 11.5).

Zur Ermittlung der interindividuellen Variabilitdt diente der Variationskoeffizient, welcher
auf unterschiedlichem Niveau dimensionslos ist und sich aus dem Verhéltnis der
Standardabweichung zum Mittelwert berechnet. Ergebnisse wurden auf dem Niveau von
p= 0,05 als signifikant angesehen. Zur Anwendung kamen der t- Test flir gepaarte
Stichproben, um signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Profilen nachzuweisen
sowie der t- Test fiir unabhingige Stichproben, um signifikante Unterschiede zwischen
Patienten und Kontrollprobanden zu ermitteln. Normalverteilung der Werte wurde mit dem
Kolmogorov- Smirnov- Test gepriift. Die Ermittlung der Regression sowohl zwischen den
Einzelkonzentrationen und der AUCy¢ als auch der AUCy4 sowie das Erstellen der
Regressionsgleichungen wurde durch eine lineare Regressionsanalyse vorgenommen. Die

Korrelationskoeffizienten wurden nach Pearson berechnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Ciclosporin A

5.1.1 Ciclosporin: Profil 1

Tab. 6 zeigt die CyA- Konzentrationen des ersten Profils fiir Cy, C;, C,, Cs, C4, Cq, Crnax
und die Ciclosporin- Tagesdosis (mg/kg und mg/m> Korperoberfliche). Der hdchste
Variationskoeffizient wurde bei C; ermittelt, woraus ersichtlich wird, dass die grofite
interindividuelle Variabilitdt in der ersten Stunde nach Medikamenteneinnahme
aufgetreten ist. Der Median der Ciclosporinkonzentrationen vor Einnahme der
immunsuppressiven ~ Medikamente  betrug 107 ng/ml, eine Stunde nach
Medikamenteneinnahme 698 ng/ml und zwei Stunden nach Einnahme 685 ng/ml. Bei 4
Patienten wurden C,- Blutkonzentrationen iiber 800 ng/ml erreicht. Sechs Stunden nach
Medikamenteneinnahme war die Konzentration auf 219 ng/ml gesunken, lag damit aber
noch tiber der Ciclosporin- Konzentration vor der Einnahme. Im ersten Profil wurden
Maximalkonzentrationen von 792 ng/ml gemessen. Die Zeit bis zum Erreichen der
maximalen Ciclosporinkonzentration (Tp.x) lag im Mittel bei 1,6 £ 0,6 Stunden. Cpax
wurde wihrend der ersten Stunde in 46% der Messungen erreicht, in der zweiten Stunde
ebenfalls in 46% und in der dritten Stunde in 8% der Fille. Die Ciclosporin- Tagesdosis
betrug 3,9 mg/kg bzw. 125 mg/m* KOF.

Die individuelle Ciclosporin- Tagesdosis wird aus Tab. 34 (siche Anhang) ersichtlich.

Tab. 6: CyA- Konzentrationen (ng/ml) und Tagesdosis (mg/kg bzw. mg/m* KOF)

n | Median | Minimum | Maximum | Mittelwert SD Vk (%)
Co (ng/ml) 13 107 56 221 118 443 37,5
C; (ng/ml) 13 698 346 1427 761 341,1 448
C, (ng/ml) 13 685 341 1150 731 255,1 34,9
C; (ng/ml) 13 482 270 730 477 129,2 27,1
C4(ng/ml) 13 349 194 654 349 123,3 35,3
Cs (ng/ml) 13 219 168 500 241 82,4 34,2
Cinax (ng/ml) 13 792 540 1427 864 282,4 32,7
Dosis (mg/kg) | 13 3.9 2,7 6,2 4,0 1,2 30,0
Dosis (mg/m?) | 13 125 105 200 142 31,7 22,3

In Abb. 3 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der CyA- Konzentrationen des

ersten Profils abgetragen.
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Abb. 3: Mittelwerte und SD der CyA- Konzentrationen (ng/ml): Profil 1

Der Mittelwert der Ciclosporin- Konzentrationen betrug fiir Cy 118 + 44,3 ng/ml. Eine
Stunde nach Medikamenteneinnahme wurde eine Konzentration von 761 + 341,1 ng/ml

gemessen. Die C,- Konzentration betrug 731 + 255,1 ng/ml.

Abb. 4 zeigt die Ciclosporin- Konzentrationen der einzelnen Patienten zu den Zeitpunkten
Co- Cs. Es wird deutlich, dass die grofte interindividuelle Variabilitdt zum Zeitpunkt C;,
somit innerhalb der ersten 4 Stunden aufgetreten ist.

Die Werte der individuellen Ciclosporin- Konzentrationen sind in Tab. 35 (sieche Anhang)
ersichtlich.

Bei einem Patienten (G.N.) zeigte sich ein relativ langsamer Anstieg der Ciclosporin-
Konzentration. Die maximale Konzentration wurde erst drei Stunden nach

Medikamenteneinnahme gemessen.

27



1600

1400

1200 -

1000 -

800 -

CyA- Konzentration (ng/ml)

——LC.
—#—FM
H.J.
F.S.
—¥—LM.
—@—GN.
—+—LR.
B.S.
TM.
B.T.
K.M.
H.M.
AC.

Stunden nach Medikamenteneinnahme

Abb. 4: Individuelle Ciclosporin- Konzentrationen (ng/ml): Profil 1

In Tab. 7 sind die Flachen unter den Konzentrations- Zeit- Kurven bis 6 Stunden bzw. bis 4

Stunden nach Einnahme des CyA dargestellt (AUCy.¢ bzw. AUC.4).

Tab. 7: AUCy¢ und AUC4 (ng*h/ml)

AUC (ng*h/ml) Median Minimum Maximum Mittelwert SD
AUC 2429 1739 4391 2794 780,3
AUC4 1882 1317 3431 2203 642,6

Im folgenden Teil der Arbeit wurden die Regressionen der jeweiligen Ciclosporin-

Konzentration mit der AUC durchgefiihrt, um diejenige Konzentration zu ermitteln,

welche die hochste Regression besitzt und damit als einzelne Variable die beste

Bezugsgrofle hinsichtlich der CyA- Exposition darstellt.

Die Abb. 5 bis 10 zeigen die Streudiagramme und das Bestimmtheitsmaf3 der Regressionen

der einzelnen Ciclosporinkonzentrationen Cy, C;, C,, C3, C4 und Cg mit der Trapez- AUC,.

¢ des ersten Profils. R-Qu. steht dabei fiir das Bestimmtheitsmal3 r2.
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Die r> der Abb. 5- 10 sind identisch mit denen in Tabelle 8, da in beiden Féllen die
Regression der Einzelvariablen Cy bis C¢ mit der AUC_¢ dargestellt sind.

Tab. 8 zeigt zusitzlich die Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUC_¢ anhand
der einzelnen Variablen Cy, C;, C,, C3, C4 und Cg bzw. zwei oder drei Variablen. Diese

Regressionsgleichungen sollen dazu dienen, die AUC mdglichst genau berechnen zu
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konnen, ohne ein komplettes Profil durchfiihren zu miissen und die AUC anhand der
Trapez- Formel zu berechnen. Je mehr Variablen in die Regressionsgleichung
eingeschlossen werden, desto hoher liegt folglich die Regression mit der AUCy. Dies
muss hinsichtlich der klinischen Praktikabilitdt diskutiert werden.

Als einzelne Variable zeigte dabei C, mit einem Bestimmtheitsmall von 0,72 (p< 0,001)
die beste Regression mit der Trapez- AUCy¢. Somit konnte anhand der Gleichung AUC=
813,5 + 2,709 x C, die AUCp¢ (ng*h/ml) berechnet werden. Die auf diese Weise
berechnete AUCj zeigte mit derjenigen AUCjs, welche nach der Trapez- Formel
berechnet wurde, eine Regression von r’>= 0,72. Die Regressionen der einzelnen Variablen
Co, Ci, C3, C4 und C¢ waren ebenfalls signifikant, besalen aber niedrigere r* als die

einzelne Konzentration C,.

Tab. 8: AUCy.¢ Regressionsgleichungen

Variable (ng/ml) Regressionsgleichung (ng*h/ml) r’

Co AUC= 1215+ 13,34 x CO 0,53
(O AUC= 1332+ 1,920 x C1 0,65
C, AUC=813,5+2,709 x C2 0,72
G AUC=534,3+4,735x C3 0,57
Cy AUC=853,1 + 5,554 x C4 0,71
Cs AUC= 1332+ 6,052 x C6 0,38
C,, Co AUC=401,2 + 2,068 x C2 + 7,449 x CO 0,85
C,, Gy AUC=650,8+1,812xC2+1,075x C1 0,85
C,, Cy AUC=349,2+1,712x C2 +3,415x C4 0,9
C,, Cy, Cy AUC=243,1+1,000x C2+3,137xC4+ 0,951 xCl 0,99

Abb. 11 zeigt die Regression der berechneten AUC( anhand der einzelnen Variable C,

mit der AUCy. nach der Trapezoidmethode wihrend des ersten Profils.
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Abb. 11: Regression zwischen der berechneten AUC,¢ anhand C, und der Trapez- AUC,
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Tab. 9 zeigt die Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUC(4. Analog zu den
Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUC¢ lag die hochste Regression mit der
Trapez- AUCy4 bei der einzelnen Variablen C,. Die AUCy.4 (ng*h/ml) kann anhand der
Gleichung AUC= 508,9 + 2,317 x C, mit einer Regression von ’= 0,78 berechnet werden.

Tab. 9: AUC 4 Regressionsgleichungen

Variable (ng/ml) Regressionsgleichung (ng*h/ml) r’

Co AUC=990,9 + 10,25 x CO 0,46
C AUC=905,5+1,705x C1 0,76
C, AUC=508,9 +2,317 x C2 0,78
(O AUC=554,6 +3,455x C3 0,45
Cs AUC=805,0 + 4,002 x C4 0,55
Cs AUC=1282 +3,815x C6 0,22
C,, Gy AUC=241,8+1,902 x C2 + 4,823 x CO 0,86
C,, C AUC=354,2+1,465x C2 + 1,022 x C1 0,95

Wihrend des ersten Profils zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zwischen der

Ciclosporin- Konzentration und der Kreatinin- Konzentration.

In Tab. 10 wird ersichtlich, dass sich wihrend des ersten Profils signifikante positive
Korrelationen sowohl zwischen der Ciclosporin- Konzentration nach 4 Stunden als auch

zwischen der AUC¢ und der applizierten Ciclosporin- Tagesdosis in mg/m? KOF zeigten.

Tab. 10: Korrelation der CyA- Tagesdosis mit Cy — Cg (ng/ml), AUCy¢ (ng*h/ml)

Dosis (mg/kg) Dosis (mg/m* KOF)
r p r P
Co (ng/ml) 0,01 0,98 0,16 0,59
C, (ng/ml) 0,49 0,09 0,35 0,24
C, (ng/ml) 0,48 0,1 0,51 0,07
C; (ng/ml) 0,29 0,35 0,5 0,09
C, (ng/ml) 0,33 0,28 0,57 0,04
Ce (ng/ml) 0,04 0,9 0,37 0,21
AUC,. (ng*h/ml) 0,48 0,1 0,56 0,05
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Tab. 11: Korrelation der Ciclosporin- Konzentration (ng/ml) mit der Zeit nach Tx in

Monaten

r p | Tab. 11 veranschaulicht, dass wihrend des ersten Profils

Cy(ng/ml)| -0,63 | 0,02

signifikante negative Korrelationen zwischen der Ciclosporin-
C, (ng/ml)| 0,61 | 0,03

C,(ng/ml)| -0,74 {0,004| Konzentration Cy, C; und C, mit der Zeit nach der

C;(ng/ml)| -0,41 | 0,17

Nierentransplantation in Monaten nachgewiesen werden konnten.
C.(ng/ml)| -0,42 | 0,16

Ce(ng/ml)| -0,34 | 0,26 | Das bedeutet, dass die Ciclosporin- Konzentration abnahm, je

langer die Transplantation zuriicklag.

5.2.2 Ciclosporin: Profil 2

Tab. 12 zeigt die CyA- Konzentrationen und die Ciclosporin- Tagesdosis (mg/kg bzw.
mg/m? KOF). Der hochste Variationskoeffizient wurde mit 34,4 % bei C; ermittelt, woraus
ersichtlich wird, dass im zweiten Profil die grofte interindividuelle Variabilitdt in der
dritten Stunde nach Medikamenteneinnahme aufgetreten ist, wiahrend sie im ersten Profil
in der ersten Stunde aufgetreten war. Der Median der Ciclosporin- Konzentrationen lag
unmittelbar vor der Einnahme (Cy) der Immunsuppressiva bei 121 ng/ml. Eine Stunde nach
der Einnahme (C;) war die Konzentration im Blut auf 820 ng/ml angestiegen. Zwei
Stunden nach der Einnahme (C;) war bereits ein leichter Riickgang auf 749 ng/ml zu
verzeichnen. Bei 3 von 4 Patienten, deren C,- Blutkonzentrationen bereits im ersten Profil
iiber 800 ng/ml lagen, wurden auch im zweiten Profil Werte iiber 800 ng/ml erreicht. Im
zweiten Profil wurden Maximalwerte der Ciclosporinkonzentration zwischen 442 und
1192 ng/ml erreicht. Im Gegensatz zum ersten Profil, in dem die maximale CyA-
Konzentration nach 1,6 Stunden erreicht wurde, war im zweiten Profil die hochste
Konzentration bereits nach 1,3 + 0,5 Stunden erreicht. Cp.x wurde in der ersten Stunde in
67% der Messungen erreicht und in der zweiten Stunde in 33%. Der Median der CyA-
Tagesdosen betrug 3,7 mg/kg bzw. 122 mg/m* Korperoberfliche.

In Tab. 36 (siche Anhang) wird die individuelle Ciclosporin- Dosierung der einzelnen

Patienten ersichtlich.
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Tab. 12: CyA- Konzentrationen (ng/ml) und Tagesdosis (mg/kg bzw. mg/m* KOF)

n | Median | Minimum | Maximum | Mittelwert SD VK (%)
Co (ng/ml) 12 121 71 189 125 40,3 32,2
C; (ng/ml) 12 820 442 1126 825 2494 30,2
C, (ng/ml) 12 749 388 1192 773 233,6 30,2
C; (ng/ml) 12 424 204 776 459 157,7 344
C4(ng/ml) 12 303 163 454 323 88,9 27,5
Cs (ng/ml) 12 208 159 380 226 62,7 27,7
Cinax (ng/ml) 12 885 442 1192 902 241,7 26,8
Dosis (mg/kg) 12 3,7 2,6 6,2 3,9 1,1 28,2
Dosis (mg/m?) 12 122 103 191 137 32,3 23,6

In Abb. 12 ist die Kurve der Mittelwerte der CyA- Konzentrationen und
Standardabweichung wihrend des zweiten Profils dargestellt.
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Abb. 12: Mittelwerte und SD der CyA- Konzentrationen (ng/ml): Profil 2

die

Unmittelbar vor Einnahme der Immunsuppressiva wurde eine Konzentration von im Mittel

125 £+ 25,3 ng/ml gemessen. Die hochste Konzentration wurde bereits nach einer Stunde

mit 825 + 249,4 ng/ml erreicht. Die C,- Konzentration zeigte gegeniiber C; einen leichten

Riickgang auf 773 £+ 233,6 ng/ml und nach sechs Stunden lag die CyA- Konzentration bei
226 + 62,7 ng/ml.

Abb. 13 zeigt die Kurve der individuellen Ciclosporin- Konzentrationen zu den

entsprechenden Zeitpunkten nach der Medikamenteneinnahme.
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Die Werte der individuellen CyA- Konzentrationen sind in der Tab. 37 (siche Anhang)
ersichtlich.
Die grofite interindividuelle Variabilitét ergab sich bei C;, somit analog zum ersten Profil

innerhalb der ersten vier Stunden nach der Einnahme.
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Abb. 13: Ciclosporin- Konzentrationen (ng/ml): Profil 2

Tab. 13 gibt einen Uberblick iiber Median und Mittelwert der AUCo.¢ und AUC4 wihrend

des zweiten Profils.

Tab. 13: AUCy und AUCy4 (ng*h/ml)

AUC (ng*h/ml) Median Minimum Maximum Mittelwert SD
AUCy¢ 2776 1515 4232 2829 668,8
AUCy4 2286 1163 3398 2281 5583
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Die Abb. 14 bis 19 zeigen die Streudiagramme und das Bestimmtheitsmall der

Regressionen der einzelnen Ciclosporinkonzentration Cy, C;, C,, C;3, C4 und C¢ mit der

Trapez- AUC des zweiten Profils.
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Abb. 14: Regression Cy mit AUC¢
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Abb. 16: Regression C, mit AUC
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Abb. 18: Regression C4 mit AUC
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Abb. 15: Regression C; mit AUC¢
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Abb. 17: Regression C; mit AUC¢
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Abb. 19: Regression Cs mit AUC
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Tab. 14 zeigt die Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUCy¢ anhand der
einzelnen sowie zwei oder drei Variablen.

Als einzelne Variable zeigte wie im ersten Profil C, die beste Regression (r’= 0,89;
p<0,001) mit der Trapez- AUCy.6. Somit konnte die AUCy.¢ (ng*h/ml) durch die Gleichung
AUC= 655,0 + 2,813 x C, berechnet werden. Die Regression der berechneten AUC.¢ mit
der Trapez- AUCy.¢ lag bei r*= 0,89.

Tab. 14: AUC,.¢ Regressionsgleichungen

Variable (ng/ml) Regressionsgleichung (ng*h/ml) r’

Co AUC= 1608 + 9,765 x C0 0,32
C AUC=1302 + 1,851 x C1 0,44
C, AUC=655,0+2,813 x C2 0,89
G AUC=963,4 + 4,060 x C3 0,84
C4 AUC=647,1 + 6,766 x C4 0,74
Cs AUC= 1091 + 7,700 x C6 0,48
C,, Gy AUC=335,9+2,539x C2 + 4,249 x CO 0,94
C,, C AUC=271,6 +2,411x C2+ 0,841 x C1 0,96
C,, Cy, G AUC=250,6 + 0,804 x C2+1,015x C1 +2,437xC3 0,98

Abb. 20 zeigt die Regression der berechneten AUC¢ anhand der Variablen C, mit der

AUC¢ nach der Trapezoidmethode wihrend des zweiten Profils.
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Abb. 20: Regression zwischen der berechneten AUC,.¢ anhand C, und der Trapez- AUC

Analog zum ersten Profil konnte eine Regressionsgleichung ermittelt werden, mit der sich
anhand der Variablen C, die AUC.4 mit einem BestimmtheitsmaB von r’= 0,85 berechnen

lieB3.
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Tab. 15: AUC,.4 Regressionsgleichungen

Variable (ng/ml) Regressionsgleichung (ng*h/ml) r’

Co AUC= 1230 + 8,408xC0 0,34
C AUC=864,2 +1,717xC1 0,54
C, AUC=500,6 +2,303xC2 0,85
G AUC= 808,2 + 3,205xC3 0,75
Cy AUC=575,3 + 5,289xC4 0,65
Cs AUC=985,2 + 5,740xC6 0,38
C,, G AUC=203,4 +2,048xC2 + 3,958xC0 0,92
C,, C, AUC="71,72 + 1,854xC2 + 0,941xC1 0,98

Wihrend des zweiten Profils konnte keine signifikante Korrelation zwischen der CyA-

Konzentration und der Kreatinin- Konzentration ermittelt werden.

Wihrend des zweiten Profils zeigte der C,- Wert sowohl mit der Dosis in mg/kg als auch

mit der Dosis in mg/m? signifikante positive Korrelationen (Tab. 16). Es ergaben sich auch

signifikante Korrelationen zwischen der C;- und der C4- CyA- Konzentration und der

AUC.¢ mit der applizierten Tagesdosis in mg/m? KOF.

Tab. 16: Korrelation CyA- Tagesdosis mit Cy — C¢ (ng/ml) und AUC.¢ (ng*h/ml)

Dosis (mg/kg) Dosis (mg/m? KOF)
r p r p
Cy (ng/ml) 0,02 0,94 0,00 0,99
C; (ng/ml) 0,15 0,65 0,13 0,68
C, (ng/ml) 0,65 0,02 0,77 0,001
C; (ng/ml) 0,53 0,08 0,70 0,01
C4 (ng/ml) 0,69 0,01 0,77 0,001
Cs (ng/ml) 0,14 0,67 0,39 0,21
AUC ¢ (ng*h/ml) 0,53 0,07 0,64 0,02

Tab. 17: Korrelation der Ciclosporin- Konzentration (ng/ml) mit der Zeit nach Tx in

Wihrend des zweiten Profils zeigte sich eine

signifikante negative Korrelation zwischen der C;-

Konzentration und der Zeit nach der Tx in Monaten

(Tab. 17).

Monaten
r P
Cy (ng/ml) -0,44 0,15
C; (ng/ml) -0,79 0,01
C, (ng/ml) -0,31 0,33
C; (ng/ml) -0,16 0,63
C4 (ng/ml) -0,01 0,99
Cs (ng/ml) -0,08 0,82
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5.1.3 Vergleich des ersten und zweiten Profils

Sowohl wihrend des ersten als auch wihrend des zweiten Profils zeigte sich die grofite
interindividuelle Variabilitit wihrend der ersten vier Stunden nach FEinnahme der
immunsuppressiven Medikamente (Tab. 18). Allerdings ergab sich im ersten Profil die
groffte Variabilitdt der Ciclosporin- Konzentrationen mit einem Variationskoeffizienten
(Vk) von 44,8 bereits nach einer Stunde, wihrend im zweiten Profil die CyA-
Konzentrationen drei Stunden nach Einnahme die grofte interindividuelle Variabilitét
(Vk= 34,4) aufgewiesen haben.

Zwischen den maximalen CyA- Konzentrationen wurden keine signifikanten Unterschiede
ermittelt (p= 0,47). Im Gegensatz zum ersten Profil (Tya.x= 1,6 £ 0,6 h) wurde im zweiten
Profil die maximale CyA- Konzentration bereits nach 1,3 = 0,5 h erreicht.

Hinsichtlich der Ciclosporin- Tagesdosis (mg/kg bzw. mg/m” KOF) gab es zwischen Profil
1 und Profil 2 (Tab. 18) keine signifikanten Unterschiede (p= 0,19 bzw. p= 0,09).

Tab. 18: CyA- Konzentration (ng/ml) und CyA- Tagesdosis (mg/kg, mg/m> KOF)

Profil 1 Profil 2
Median Mittelwert Median Mittelwert
(min-max) +SD Vk (%) (min-max) +SD Vk (%)
Co (ng/ml) 107 (56-221) 118 +44,3 37,5 121 (71-189) 125 + 40,3 32,3
C; (ng/ml) 698 (346-1427) | 761 +341,1 44,8 820 (442-1126) | 825+249.4 30,2
C, (ng/ml) 685 (341-1150) | 731 +£255,1 349 749 (388-1192) | 773 +233,6 30,2
C; (ng/ml) 482 (270-730) | 477 £129,2 27,1 424 (204-776) | 459 +157,7 34,4
C4 (ng/ml) 349 (194-654) | 349 +£123,3 353 303 (163-454) | 323 +88,9 27,5
Cs (ng/ml) 219 (168-500) | 241+82,4 342 208 (159-380) | 226 +62,7 27,7
Crnax (ng/ml) 792 (540-1427) | 864 +282.4 32,7 885 (442-1192) | 902 +241,7 26,8
Dosis (mg/kg) 3,9 (2,7-6,2) 40+1,2 30,0 3,7 (2,6-6,2) 39+1,1 28,2
Dosis (mg/m?) 125 (105-200) 142 +31,7 22,3 122 (103-191) 137 £32,3 23,6
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Abb. 21: Mittelwerte der CyA- Konzentrationen (ng/ml): Profil 1 und 2

Abb. 21 zeigt die Mittelwerte der CyA- Konzentration sowohl des ersten als auch des

zweiten Profils. Es wird ersichtlich, dass die CyA- Konzentrationen zu den entsprechenden

Zeitpunkten vor bzw. nach der Medikamenteneinnahme in beiden Profilen sehr nah

zusammengelegen haben. Einen groferen, aber nicht signifikanten, Unterschied haben die

Konzentrationen nach einer Stunde aufgewiesen (p= 0,42); so wurde in Profil 1 eine CyA-

Konzentration von 761 £ 341,1 ng/ml gemessen, wihrend in Profil 2 die Konzentration bei

825 £ 249,4 ng/ml lag.

In Tab. 19 wird ersichtlich, dass die Fldchen unter den Konzentrations- Zeit- Kurven

(AUCy.¢ und AUCy.4) in Profil 2 héhere Werte als in Profil 1 aufwiesen, es konnte aber

kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Profilen ermittelt werden (p= 0,95 bzw. p=

0,66).

Tab. 19: AUCy.s und AUCy4 (ng*h/ml)

Profil 1 Profil 2
AUC (ng*h/ml) Median (min-max) | Mittelwert £ SD | Median (min-max) | Mittelwert £ SD
AUCq 2429 (1739-4391) 2794 +780,3 2776 (1515-4232) 2829 £ 668,8
AUC 4 1882 (1317-3431) 2203 £ 642,6 2286 (1163-3398) 2281 £ 558,3
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In einer linearen Regressionsanalyse zeigte sowohl Profil 1 als auch Profil 2 eine schlechte
Regression zwischen Cy und der AUCy6 (r*= 0,53; p= 0,005 vs. r’= 0,32; p= 0,057).
Demgegeniiber konnte zwischen C, und der AUCy¢ im ersten Profil eine Regression von
r’= 0,72 (p<0,001) und im zweiten Profil von r’= 0,89 (p<0,001) ermittelt werden.

Zu idhnlichen Ergebnissen hat auch die lineare Regressionsanalyse zwischen der
Ciclosporin- Konzentration und der AUCy.4 gefiihrt. Zwischen Cy und der AUC.4 wurde in
Profil 1 eine Regression von r’= 0,46 (p= 0,011) und in Profil 2 eine Regression von r’=
0,34 (p= 0,048) ermittelt. Dagegen zeigte sich zwischen C, und der AUCj4 eine
Regression von r’= 0,78 (p<0,001) in Profil 1 und eine Regression von r’= 0,85 (p<0,001)
in Profil 2.

In beiden Profilen konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Ciclosporin-
Konzentration und der Kreatinin- Konzentration ermittelt werden. Signifikante positive
Korrelationen ergaben sich in beiden Profilen zwischen der applizierten CyA- Tagesdosis
(mg/m> KOF) und der CyA- Konzentration zu verschiedenen Zeitpunkten. Weiterhin
wurden in beiden Profilen auch signifikante positive Korrelationen zwischen der CyA-

Dosis (mg/m2 KOF) und der AUC.¢ ermittelt.

In beiden Profilen zeigten sich signifikante negative Korrelationen zwischen der

Ciclosporin- Konzentration und der Zeit nach der Transplantation in Monaten.

5.2 Mycophenolatmofetil (MMF)
5.2.1 Mycophenolatmofetil: Profil 1

Tab. 20 zeigt die MMF- Konzentrationen fir Cy, Ci, C,, C;, C4, Cs, Cpax und die
Mycophenolatmofetil- Tagesdosis (mg/kg und mg/m> KOF). Der hochste
Variationskoeffizient wurde mit 56,3 % bei C, ermittelt. Der Median der
Mycophenolatmofetilkonzentrationen im Blut betrug vor Einnahme der Immunsuppressiva
2,2 pg/ml, eine Stunde nach Medikamenteneinnahme 15,0 pg/ml und zwei Stunden nach
Einnahme 9,6 pg/ml. Der Median der maximalen MMF- Konzentrationenen betrug 18,5

png/ml. Im ersten Profil wurde die maximale MMF- Konzentration im Mittel nach 1,1 £ 0,3
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Stunden erreicht. Die Mycophenolat- Tagesdosis betrug 27,9 mg/kg bzw. 1053 mg/m’

KOF.

Die individuelle Tagesdosis der einzelnen Patienten wird in Tab. 38 (siche Anhang)

ersichtlich.

Tab. 20: MMF- Konzentration (ng/ml) und Tagesdosis (mg/kg bzw. mg/m? KOF)

n | Median | Minimum | Maximum | Mittelwert | SD | VK (%)
Co (ng/ml) 13 2,2 0,5 5,1 2,6 14 | 539
C, (ug/ml) 13| 150 10,5 27,8 17,5 58 | 331
C, (ug/ml) 13 9,6 3,1 27,0 11,2 6,3 56,3
C; (ng/ml) 13 6,0 1,9 14,6 6,4 34 | 53,1
C. (ng/ml) 13 44 13 8,0 44 2,1 | 477
Ce (ng/ml) 13 3,6 0,5 6,5 3,6 1,7 | 472
Chnax (ng/ml) 13 18,5 10,5 27,8 18,5 6,0 32,4
Dosis (mg/kg) 13 27,9 12,6 41,0 29,2 8,1 27,7
Dosis (mg/m?) 13 1053 417 1429 1058 266 25,1
In Abb. 22 sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen

Mycophenolatmofetilkonzentrationen des ersten Profils dargestellt.
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Der Mittelwert der Mycophenolatmofetil- Konzentrationen im Blut betrug fiir Cy 2,6 + 1,4
pg/ml und fiir C; 17,5 £ 5,8 ug/ml. Die C,- Konzentration lag bei 11,2 + 6,3 pg/ml und Cg
bei 3,6 + 1,7 pg/ml.

Abb. 23 zeigt die individuellen MMF- Konzentrationen der einzelnen Patienten wihrend
des ersten Profils. Die hochste interindividuelle Variabilitit zeigte sich zwei Stunden nach
MMEF- Einnahme, somit vergleichbar zu Ciclosporin in den ersten vier Stunden nach der
Medikamenteneinnahme.

Die Werte der individuellen MMF- Konzentrationen sind in Tab. 39 (sieche Anhang)

ersichtlich.
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Abb. 23: Individuelle Mycophenolatmofetil- Konzentrationen (ug/ml): Profil 1
In Tab. 21 sind die AUCy und die AUC.4 dargestellt.
Tab. 21: AUCy und AUCy4 (ng*h/ml)
AUC (ng*h/ml) Median Minimum Maximum Mittelwert SD
AUC 432 23,0 71,6 46,5 14,3
AUC,.4 35,4 19,2 60,3 38,5 12,7
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Die Abb. 24 bis 29 zeigen die Streudiagramme und das Bestimmtheitsmall der
Regressionen der einzelnen Mycophenolatmofetilkonzentrationen Cy, C;, C,, C3, C4 und Cg

mit der Trapez- AUC.¢ des ersten Profils.
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Tab. 22 zeigt die Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUCy mittels der
einzelnen Variablen sowie anhand von zwei oder drei Variablen. Als einzelne Variable
zeigte dabei C, mit einem Bestimmtheitsmal von 1= 0,78 (p< 0,001) die beste Regression
mit der Trapez- AUCy¢. Mit Ausnahme der Variable Cs (p= 0,89) waren alle einzelnen
Variablen signifikant. Anhand der Regressionsgleichung AUC= 23,21 + 2,79 x C, ldsst
sich somit die AUCy. (ug*h/ml) bei einer Regression mit der Trapez- AUCq.s von r°= 0,89
berechnen. Bei der Kombination von den beiden Variablen C, und Cy bzw. C, und C;
konnte eine bessere Regression mit einem Bestimmtheitsmall von 0,92 bzw. 0,97 ermittelt

werden.

Tab. 22: AUC Regressionsgleichungen

Variable (ug/ml) Regressionsgleichung (ug*h/ml) r

Co AUC= 26,55 + 7,742xC0 0,51
Cl1 AUC= 20,74 + 1,469xC1 0,33
C2 AUC=23,21 +2,79xC2 0,78
C3 AUC= 22,07 + 3,826xC3 0,76
Cc4 AUC= 21,37 + 5,732xC4 0,62
C6 AUC= 45,07 + 0,383xC6 0,02
C2,Co0 AUC=16,2 + 1,669xC2 + 4,517xC0 0,92
C2,C1 AUC= 5,484 + 1,905xC2 + 1,124xCl1 0,97
C2,C1,Co AUC= 6,760 + 1,768xC2 + 0,848xC1 + 1,987xC0 0,99

Abb. 30 zeigt die Regression der berechneten AUC( anhand der einzelnen Variable C,
und der AUCy_6 nach der Trapezoidmethode.
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Tab. 23 zeigt die Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUCj4. Es wird
ersichtlich, dass die hochste Regression (r°= 0,77) mit der Trapez- AUCy.4 bei Einschluss
der Variable C, erzielt wurde.

Im ersten Profil zeigte sich eine signifikante positive Korrelation sowohl zwischen der
MMEF- Tagesdosis (mg/kg) mit der AUCy.¢ (= 0,60; p= 0,03) als auch mit der AUC.4 (r=
0,61; p= 0,03). Dariiber hinaus ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Tagesdosis (mg/kg) und der MMF- Konzentration nach vier Stunden (C4) (r= 0,59; p=
0,03).

Tab. 23: AUC4 Regressionsgleichungen

Variable (ug/ml) Regressionsgleichung (ug*h/ml) r?

Co AUC= 20,97 + 6,825xC0 0,50
Cl AUC= 14,69 + 1,362xC1 0,36
2 AUC= 17,89 + 1,845xC2 0,77
C3 AUC= 17,02 + 3,372xC3 0,74
C4 AUC= 16,45 + 5,044xC4 0,60
C6 AUC= 39,09 — 0,161xC6 0,00
C2, CO AUC= 11,75 + 3,954xC2 + 1,485xC0 0,91
C2,Cl AUC= 1,23 + 1,681xC2 + 1,057xC1 0,99

5.2.2 Mycophenolatmofetil: Profil 2

Tab. 24 zeigt die MMF- Konzentrationen fiir das zweite Profil von Mycophenolatmofetil
fiir Cy, Cy, Cy, Cs, C4, Cq, Ciax und die MMF- Tagesdosis (mg/kg und mg/m? KOF). Der
hochste Variationskoeffizient wurde mit 56,8 % bei Cg¢ ermittelt. Der Median der Cg-
Konzentration betrug 2,5 pg/ml und der Median nach einer Stunde 15,8 pg/ml. Die C;-
Konzentration von MMF im Blut lag bei 11,3 pg/ml. Der Median der maximalen MMF-
Konzentrationen lag bei 15,8 pg/ml. Die Zeit bis zum Erreichen der maximalen MMF-
Konzentration lag im Mittel bei 1,2 £ 0,4 Stunden. Die Mycophenolat- Tagesdosis betrug
26,2 mg/kg bzw. 1015 mg/m* KOF.

Die individuelle Tagesdosis fiir jeden einzelnen Patienten wird in Tab. 40 (siche Anhang)

ersichtlich.
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Tab. 24: MMF- Konzentration (ug/ml) und Tagesdosis (mg/kg bzw. mg/m> KOF)

n | Median | Minimum | Maximum | Mittelwert | SD | Vk (%)
Cop (ng/ml) 12 2,5 0,5 4,4 2,6 1,4 53,8
Ci (ug/ml) 12 15,8 5,9 39,8 19,3 10,4 53,9
C, (ug/ml) 12 11,3 6,0 16,8 10,8 3,2 29,6
C;3 (ug/ml) 12 6,7 4,1 13,9 7,2 2,6 36,1
C4 (ng/ml) 12 4,9 2,7 6,9 4,7 1,3 27,7
Cs (ug/ml) 12 34 1,4 7,5 3,7 2,1 56,8
Crnax (ng/ml) 12 15,8 8,6 39,8 20,0 9,7 48,5
Dosis (mg/kg) 12 26,2 14,8 41,9 28,6 9,0 31,5
Dosis (mg/m?) | 12 1015 538 1402 944 304 32,2

Abb. 31 zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Mycophenolatmofetil-

Konzentrationen.
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Abb. 31: Mittelwerte der MMF- Konzentrationen (ng/ml): Profil 2

Unmittelbar vor Einnahme der immunsuppressiven Medikamente (Coy) betrug die MMF-

Konzentration im Blut 2,6 £ 1,4 pg/ml. Nach einer Stunde (C;) war ein Anstieg der

Konzentration auf 19,3 £ 10,4 ng/ml zu verzeichnen. Bereits zwei Stunden nach der

Einnahme (C,) zeigte sich ein Riickgang der Blutkonzentration auf 10,8 + 3,2 pg/ml. Sechs
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Stunden nach Einnahme (Cg) wurde noch eine Konzentration von 3,7 £ 2,1 pg/ml

gemessen, welche damit noch iiber dem anfanglichen Talspiegel des Profils lag.

Abb. 32 gibt einen Uberblick iiber die Kurven der individuellen MMF- Konzentrationen zu
den entsprechenden Zeitpunkten nach Medikamenteneinnahme. Die dazugehdrigen MMF-

Konzentrationen der einzelnen Patienten sind in Tab. 41 (sieche Anhang) ersichtlich.
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Abb. 32: Individuelle Mycophenolat- Konzentrationen (ug/ml): Profil 2

Der Median der AUCy¢ lag im zweiten Profil bei 49,2 ng*h/ml. Die AUCy.4 betrug in
diesem Profil 38,8 ug*h/ml (sieche Tab. 25).

Tab. 25: AUCy und AUCy4 (ng*h/ml)

AUC (pg*h/ml) Median Minimum Maximum Mittelwert SD
AUC 49,2 32,1 79,7 49,4 14,3
AUCy4 38,8 25,1 66,4 41,0 13,4
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Die Abb. 33 bis 38 =zeigen die Streudiagramme und das Bestimmtheitsmall der
Regressionen der einzelnen Mycophenolatkonzentration Coy, C;, C,, C3, C4 und Cg mit der

AUC . des zweiten Profils.
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Tab. 26 zeigt die Regressionsgleichungen fiir die Berechnung der AUCy¢ anhand der
einzelnen Variablen sowie anhand von zwei oder drei Variablen.

Als einzelne Variable zeigte dabei C; mit einem BestimmtheitsmaB von r’= 0,77 (p<
0,001) die beste Regression mit der Trapez- AUCy6. Somit kann anhand der Gleichung
AUC= 25,04 + 1,259 x C, die AUCy.¢ (ug*h/ml) mit einer Regression von r’= 0,77 mit der
Trapez- AUCy¢ berechnet werden. Mit Ausnahme von C4 (p= 0,15) und Cs (p= 0,28)

zeigten die Regressionen der einzelnen Variablen auf dem Niveau von p= 0,05 Signifikanz.

Tab. 26: AUC Regressionsgleichungen

Variable (ng/ml) Regressionsgleichung (nug*h/ml) r’

Co AUC= 30,23 + 7,250xC0 0,44
(O] AUC= 25,04 + 1,259xCl1 0,77
G, AUC= 15,15+ 3,161xC2 0,46
G AUC= 23,591 + 3,575xC3 0,39
Cy AUC=25,10 + 5,206xC4 0,19
Cs AUC= 40,66 +2,358xC6 0,11
C, G AUC=9,5 + 1,038xC1 + 1,834xC2 0,90
Cy, G AUC=10,44 + 1,10xC1 + 2,45xC3 0,94
Cy, G5, Cy AUC= 0,785 + 1,067xC1 + 2,171xC3 + 2,641xC4 0,98

Abb. 39 zeigt die Regression der berechneten AUCy¢ anhand der einzelnen Variable C,

und der AUCy.¢ nach der Trapezoidmethode wéhrend des zweiten Profils.
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Abb. 39: Regression zwischen der berechneten AUCy.¢ anhand C; und der Trapez-
AUC

In Tab. 27 wird ersichtlich, dass sich hinsichtlich der Berechnung der AUC wéhrend eines
4- Stunden- Intervalls ebenfalls C; als einzelne Variable mit der hochsten Regression (r2=

0,84) mit der Trapez- AUC4 erwiesen hat.
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Tab. 27: AUC,.4 Regressionsgleichungen

Variable (ug/ml) Regressionsgleichung (ng*h/ml) r’

Co AUC= 24,01 + 6,442xC0O 0,39
Ci AUC=17,28 + 1,228xCl1 0,84
C, AUC= 8,18 +3,033xC2 0,49
(O AUC= 18,37 + 3,140xC3 0,35
C4 AUC= 25,71 + 3,283xC4 0,09
Cs AUC= 37,18 + 1,038xC6 0,03
C,, C, AUC=2,59 +1,730xC2 + 1,019xC1 0,98

Wihrend des zweiten Profils zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen
der MMF- Tagesdosis in mg/m? KOF und der MMF- Konzentration sowohl bei Cy (r= -
0,59, p= 0,04) als auch bei C¢ (r=-0,61, p= 0,03).

5.2.3 Vergleich des ersten und zweiten Profils

Im Gegensatz zum ersten Profil mit der grofiten Variabilitdt bei C, wurde im zweiten Profil
die grofite Variabilitdt bei Cq ermittelt (Vk= 56,3 vs. 56,8 %) (siche Tab. 28). Die
maximalen MMF- Konzentrationen zeigten keinen signifikanten Unterschied (p= 0,64). Im
Gegensatz zu Ciclosporin A wurden die maximalen MMF- Konzentrationen friiher erreicht
(Tmax= 1,1 £ 0,3 h in Profil 1 bzw. Tya= 1,2 £ 0,4 h in Profil 2). Hinsichtlich der MMF-
Tagesdosis (mg/kg bzw. mg/m* KOF) gab es zwischen beiden Profilen keine signifikanten
Unterschiede (p= 0,17 bzw. p=0,13).

Tab. 28: MMF- Konzentration (ng/ml) und MMF- Tagesdosis (mg/kg, mg/m2 KOF)

Profil 1 Profil 2
Median Mittelwert | Vk (%) Median Mittelwert | Vk (%)
(min-max) +SD (min-max) +SD
Co (ug/ml) 2,2 (0,5-5,1) 2,6+1,4 53,9 2,5(0,5-4,4) 26+14 53,8
C, (ug/ml) 15 (11-28) 17,5+5.,8 33,1 15,8 (5,9-39,8) 19,3+10,4 53,9
C, (ug/ml) 9,6 (3,1-27) 11,2+6,3 56,3 11,3 (6,0-16,8) 10,8 £3,2 29,6
C; (ug/ml) 6,0 (1,9-15) 64+34 53,1 6,7 (4,1-13,9) 72+2,6 36,1
C4 (ug/ml) 4,4 (1,3-8,0) 44121 47,7 4,9 (2,7-6,9) 47+1.3 27,7
Cs (ug/ml) 3,6 (0,5-6,5) 3,6+1,7 47,2 3,4 (1,4-7,5) 3,7+2,1 56,8
Cinax (ng/ml) 18 (11-28) 18,5+ 6,0 32,4 15,8 (8,6-39,8) | 20,0+9,7 48,5
Dosis (mg/kg) | 27,9 (12,6-41,0) | 29,2 +38,1 27,7 26,2 (14,8-41,9) | 28,6+9,0 31,5
Dosis (mg/m”) | 1053 (417-1429) | 1058 + 266 25,1 1015 (538-1402) | 944 + 304 32,2
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Abb. 40: Mittelwerte der MMF- Konzentrationen (ng/ml): Profil 1 und 2

In Abb. 40 sind die Mittelwerte der MMF- Konzentrationen des ersten und des zweiten
Profils dargestellt, woraus ersichtlich wird, dass es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den MMF- Konzentrationen gegeben hat. Unmittelbar vor der Einnahme der
Medikamente betrug die Co- Konzentration in beiden Profilen 2,6 + 1,4 pug/ml. Keinen
signifikanten Unterschied haben die Konzentrationen nach einer Stunde aufgewiesen (p=
0,57). C, betrug im ersten Profil 11,2 + 6,3 pg/ml, im zweiten Profil 10,8 £ 3,2 pg/ml (p=
0,57).

Tab. 29 gibt einen Uberblick iiber die AUCy. und die AUCy.4 im ersten und zweiten Profil.
Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Fldchen unter den Konzentrations-

Zeit- Kurven der beiden Profile.

Tab. 29: AUCy und AUCy4 (ng*h/ml) des ersten und zweiten Profils

Profil 1 Profil 2
AUC (ug*h/ml) Median (min-max) | Mittelwert £ SD | Median (min-max) | Mittelwert + SD
AUCy 43,2 (23,0-71,6) 46,5+ 143 49,2 (32,1-79,7) 494+ 143
AUC4 35,4 (19,2-60,3) 38,5+ 12,7 38,8 (25,1-66,4) 41,0+ 13,4
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Unterschiede zwischen beiden Profilen ergaben sich in einer linearen Regressionsanalyse
zwischen MMF- Konzentration und der AUC.¢ bzw. der AUC.4.

In Profil 1 erwies sich C; als einzelne Variable, welche die hochste Regression (r2= 0,78;
p<0,001) mit der Trapez- AUC zeigte, wihrend in Profil 2 die Variable C, die hochste
Regression (r’= 0,77; p<0,001) mit der Trapez- AUCy.s aufwies. Zu dhnlichen Ergebnissen
hat auch die lineare Regressionsanalyse zwischen der MMF- Konzentration und der AUC,.
4 gefiihrt. In Profil 1 ergab sich die hochste Regression (r*= 0,77; p<0,001) fiir die Variable
C,, wihrend in Profil 2 die hochste Regression mit r*= 0,84 (p<0,001) bei der Variablen C;

ermittelt wurde.

Im ersten Profil wurden signifikante positive Korrelationen zwischen der MMEF-
Tagesdosis (mg/kg) und der AUCy¢ (= 0,60; p= 0,03), der AUCy4 (r= 0,61; p= 0,03) und
Cy4 (r=0,59; p= 0,03) ermittelt.

Entgegen den Erwartungen wurden im zweiten Profil signifikante negative Korrelationen
sowohl zwischen der MMF- Tagesdosis (mg/m* KOF) und Cy (1= -0,59; p= 0,04) als auch
Cs (r=-0,61; p=0,03) nachgewiesen.

5.3 Calcineurin-Phosphatase- Aktivitiit

5.3.1 Calcineurin- Aktivitiit: Profil 1

In Abb. 41 sind der Median des berechneten Phosphats von 8 Patienten als Indikator fiir
die Aktivitdt der Calcineurin- Phosphatase sowie der Median der Phosphatmengen bei 8
gesunden Kontrollprobanden dargestellt. Vor der Einnahme der immunsuppressiven
Medikamente wurde eine Phosphatmenge von 0,85 (0,35-1,92) nmol gemessen, welche
damit iiber derjenigen der Kontrollgruppe (0,58-1,37) lag, wobei jedoch kein signifikanter
Unterschied ermittelt werden konnte (p= 0,47). Eine Stunde nach der Einnahme war ein
signifikantes Absinken (p= 0,02) auf 0,66 (0,33-1,20) nmol zu verzeichnen. Somit wurde
nach einer Stunde in den Proben der immunsupprimierten Kinder weniger Phosphat als bei
den Kontrollprobanden nachgewiesen, jedoch war dieser Unterschied ebenfalls nicht
signifikant (p= 0,43). Nach zwei Stunden betrug die Phosphatmenge 0,71 (0,30-1,47)
nmol. Drei Stunden nach der Einnahme lag sie bei 0,66 (0,28-1,04) nmol und stieg bis zum

Zeitpunkt 6 langsam bis auf 0,69 (0,28-0,84) nmol an.
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Abb. 41: Median der Phosphatmenge (nmol) zu den Zeitpunkten 0 bis 6
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Abb. 42: Median der Calcineurin- Aktivitit (%) und entsprechende Ciclosporin-
Konzentration (ng/ml) zu den Zeitpunkten 0 bis 6

Abb. 42 zeigt den Median der Calcineurin- Aktivitdit von 8 Patienten und die
entsprechende Ciclosporin- Konzentration zu den Zeitpunkten 0 bis 6. Es wird deutlich,
dass die Calcineurin- Aktivitit eine Stunde nach der Medikamenteneinnahme bei einer
Ciclosporin- Konzentration von 540,5 (345,6-1270,8) ng/ml auf 77 (58-106) % gesunken
ist (p= 0,004). Zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme betrug die Aktivitit des
Enzyms 83 (54-100) % bei einer Ciclosporin- Konzentration von 586,2 (340,8-792,3)
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ng/ml. Sechs Stunden nach Medikamenteneinnahme lag die Aktivitit bei einem auf 213,2

(167,5-255,1) ng/ml gesunkenen Ciclosporin- Spiegel bei 81 (30-109) %.

In Tab. 30 sind die Korrelationen der CyA- Konzentration mit der Calcineurin- Aktivitét
dargestellt. Eine hohe Ciclosporin- Konzentration war mit Ausnahme von Cg mit einer
niedrigen Calcineurin- Aktivitit verbunden, jedoch waren die Korrelationen nicht

signifikant.

Tab. 30: Korrelation: CyA- Konzentration (ng/ml) und Calcineurin- Aktivitit (%)

Variable r p

C -0,07 0,87
C, -0,20 0,63
C;s -0,27 0,53
C, -0,12 0,81
Cs 0,51 0,24

5.3.2 Calcineurin- Aktivitit: Profil 2

In Abb. 43 sind der Median der berechneten Phosphatmengen von 9 Patienten zu den
Zeitpunkten 0 bis 6 des zweiten Profils und wiederum der Median der Phosphatmenge der
8 Kontrollprobanden dargestellt. Deutlich wird ein Abfall der Phosphatmenge eine Stunde
nach Medikamenteneinnahme, welcher aber nicht signifikant war (p= 0,44). Vor der
Einnahme der immunsuppressiven Medikamente wurde eine Phosphatmenge von 0,60
(0,33-1,05) nmol gemessen. Eine Stunde nach der Einnahme war die Phosphatmenge auf
0,49 (0,29-1,02) nmol gesunken. Nach zwei Stunden betrug sie 0,55 (0,22-1,01) nmol und
nach drei Stunden 0,66 (0,27-0,94) nmol. Vier Stunden nach Einnahme lag sie bei 0,54
(0,30-0,95) nmol und sechs Stunden nach Einnahme war nur ein leichter Anstieg auf 0,55
(0,30-1,02) nmol zu verzeichnen. Die Phosphatmenge der Kontrollgruppe lag damit tiber
den jeweiligen Werten der Immunsupprimierten, es konnten aber ebenso wie im ersten

Profil keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (p> 0,05).
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Abb. 44: Median der Calcineurin- Aktivitit (%) und entsprechende Ciclosporin-
Konzentration (ng/ml) zu den Zeitpunkten 0 bis 6

Abb. 44 zeigt den Median der Calcineurin- Aktivititen von 9 Patienten und die
entsprechenden Ciclosporin- Konzentrationen. Es wird deutlich, dass die Aktivitit bei der
maximalen Ciclosporin- Konzentration von 810,6 (442,2-1125,9) ng/ml nach einer Stunde

auf 82 (57-148) % gesunken war. Zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme lag die
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Aktivitat bei 92 (32-167) % bei einem Ciclosporin- Spiegel von 750,0 (387,6-1191,9)
ng/ml. Sechs Stunden nach Medikamenteneinnahme hatte die Calcineurin- Phosphatase
eine Aktivitdt von 92 (41-236) %, wihrend die Ciclosporin- Konzentration auf 216,2
(179,4-380,2) ng/ml gesunken war.

Im zweiten Profil hat dhnlich wie im ersten Profil eine hohe CyA- Konzentration mit
Ausnahme von Cg¢ und Cs eine niedrige Calcineurin- Aktivitdt nach sich gezogen (siehe
Tab. 31). Die Korrelationen zwischen beiden Parametern waren jedoch wie im ersten Profil

nicht signifikant.

Tab. 31: Korrelation: CyA- Konzentration (ng/ml) und Calcineurin- Aktivitit (%)

Variable r p

Cl -0,32 0,41
C2 -0,03 0,95
C3 0,02 0,96
C4 -0,23 0,56
Co6 0,22 0,58
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6. Diskussion

Der Einsatz von Ciclosporin A hat die Ergebnisse der Organtransplantation signifikant
verbessert (Morris 1981). Bei den Nierentransplantationen, welche nach 1992 durchgefiihrt
worden sind, betrug die Uberlebensrate der Patienten nach einem Jahr 92,3 %, nach fiinf
Jahren 86,3 % und nach zehn Jahren 79,4 %. Die Transplantatiiberlebensrate lag nach
einem Jahr bei 90,8 %, nach 5 Jahren bei 74,1 % und nach 10 Jahren bei 55,6 % (Lucan et
al. 2004). Allerdings konnten in den vergangenen Jahren nur die Ergebnisse der 1- Jahres-
Transplantatiiberlebensrate nach Nierentransplantation verbessert werden, wihrend die
langfristige Transplantat- Halbwertszeit praktisch gleich geblieben ist (Cecka 1998).

Ein Grund dafiir stellt die Tatsache dar, dass eine immunsuppressive Therapie mit
Ciclosporin A mit schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden ist. Es konnte eine
signifikante Korrelation zwischen der Hohe der Ciclosporin- Konzentration im Blut und
dem Abfall der glomeruldren Filtrationsrate nachgewiesen werden (Hornung 2001).
Therapieprotokolle von Kindern nach Organtransplantation werden bis zum heutigen Tag
nahezu analog zu denjenigen erwachsener Transplantatempfianger durchgefiihrt. Die
Ubertragbarkeit der Immunsuppressions- Protokolle von Erwachsenen auf Kinder wird
jedoch zunehmend in Frage gestellt. Die Entwicklung geht hin zu alters- und
risikoadaptierten Protokollen. Bisher erfolgte die Dosierung von Ciclosporin ausschlieBlich
nach der Betrachtung des Talspiegels (Cyp- Monitoring). Obwohl diese Methode
gegenwirtig in den meisten medizinischen Einrichtungen den Standard darstellt, wurde
nach der Entwicklung des neuen Ciclosporins Neoral® klar, dass durch die damit erzielte
verbesserte Bioverfligbarkeit des Medikaments eine verdnderte Pharmakokinetik die Folge
war, die sich aber nicht in der Cyo- Konzentration, sondern in der C,- Konzentration
widerspiegelte (Nashan et al. 2003).

Bislang wurden wenige Studien unternommen, welche die Ciclosporin- Konzentration
insbesondere zwei Stunden nach der Medikamenteneinnahme bei Kindern in der stabilen
Phase nach Nierentransplantation untersucht haben. In der Literatur finden sich
unterschiedliche Definitionen einer ,,stabilen* Nierenfunktion nach Nierentransplantation.
Citterio et al. sprachen bis zu einer Serum- Kreatinin- Konzentration von 221 umol/l von
einer stabilen Nierenfunktion (Citterio et al. 2001). Das Vorliegen einer ,stabilen
Nierenfunktion® ist mit einer Vielzahl von klinischen Parametern verbunden, wobei neben
einer konstanten Serum- Kreatinin- Konzentration das Auftreten einer Proteinurie eine

weitere entscheidende Bezugsgrofle darstellt. In der vorliegenden Arbeit lagen die Serum-

57



Kreatinin- Konzentrationen iiber dem Normbereich von Nierengesunden, wobei
beriicksichtigt werden muss, dass eine transplantierte Einzelniere nicht die Leistung zweier
gesunder Nieren erbringen kann. In der vorliegenden Untersuchung wurde eine Serum-
Kreatinin- Konzentration von 225 pmol/l als oberer Grenzwert festgelegt. Bei den
untersuchten  Patienten fanden sich keine Anzeichen einer progredienten
Funktionsverschlechterung. Deshalb wurde bei ihnen von einer stabilen Nierenfunktion
ausgegangen. Die niedrigen Erythrozyten- und Hidmoglobinkonzentrationen sind als
charakteristische unerwiinschte Wirkungen der immunsuppressiven Therapie mit
Mycophenolatmofetil anzusehen (Tonshoff et al. 2004). Die erhdhten Harnséure-
Konzentrationen und die leicht erhohten Harnstoffwerte sind als unerwiinschte Wirkungen

der Ciclosporintherapie zu werten (Lucan et al. 2004).

Aus zahlreichen Studien gibt es mittlerweile Daten, die belegen, dass der zwei Stunden
nach Einnahme gemessene CyA- Spiegel (C,) gegeniiber C, eine bessere Vorhersage der
klinischen Wirksamkeit und Vertrdaglichkeit bietet. Es wurden bislang jedoch wenige
Studien unternommen, die den C,- Blutspiegel von Ciclosporin A bei Kindern in der
Spatphase nach Nierentransplantation untersucht haben. In der vorliegenden Arbeit lag der
Median der Talspiegel (Co= 107 ng/ml in Profil 1, 121 ng/ml in Profil 2) von Ciclosporin
A vergleichbar mit den Konzentrationen in einer Untersuchung von David-Neto et al. im
klinischen Rahmen (100-300 ng/ml) bei Kindern in der Spitphase nach
Nierentransplantation ~ (David-Neto et al.  2002). Zwei  Stunden nach
Medikamenteneinnahme wurden in Untersuchungen bei padiatrischen
Nierentransplantatempfangern in der stabilen Phase C,- Blutkonzentrationen zwischen 650
und 1100 ng/ml ermittelt (Weber et al. 2004, Filler et al. 1999, Kelles et al. 1999, Wigger
et al. 2001, Dello Strologo et al. 1999, David-Neto et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit
lagen die C,- Konzentrationen im Median bei 717 ng/ml. Bei 3 Patienten wurden in beiden
Profilen C,- Konzentrationen iiber 800 ng/ml gemessen. Diese Patienten erhielten eine
hohere CyA- Tagesdosis, wobei bei zwei der Patienten die Transplantation weniger als 6
Monate zuriicklag. Weiterhin konnte eine signifikante Korrelation zwischen der CyA-
Konzentration zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme und der Zeit nach der
Transplantation  nachgewiesen  werden. Eine Patientin befand sich zum
Untersuchungszeitpunkt in der Phase der Steroidreduktion. In dieser Phase ist
offensichtlich eine hohere Dosis an Ciclosporin A notwendig, um die bislang gewiinschte

Co- Konzentration aufrechtzuerhalten.
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Auf dem 18. Kongress der International Society of Organ Transplantation (August 2000)
wurden erstmals Empfehlungen fiir Zielspiegelbereiche bei erwachsenen Patienten
préasentiert (Nashan et al. 2003). Im Jahr 2001 wurden von Levy Leitlinien fiir Ciclosporin-
C,- Zielwerte bei erwachsenen Leber- und Nierentransplantierten herausgegeben. Als
empfohlener Zielwert 7 bis 12 Monate nach der Transplantation wurden 900 ng/ml
angegeben, nach mehr als 12 Monaten 800 ng/ml (Levy 2001). Ein Jahr spdter wurden
diese Leitlinien fiir die C,- Zielwerte bereits nach unten korrigiert (Levy et al. 2002). So
galten von nun an C,- Zielkonzentrationen fiir die Zeit von 6 bis 12 Monaten nach der
Transplantation von 800 ng/ml und nach mehr als 12 Monaten von 600 ng/ml. Allerdings
sind diese Empfehlungen nicht ohne Einschrinkungen auf hiesige Verhéltnisse
libertragbar, da in Deutschland die Ciclosporin- Dosierung auf niedrigere Co-
Konzentrationen eingestellt wird als im nordamerikanischen Raum und demzufolge auch
die C,- Blutkonzentrationen angepasst werden miissen (Nashan et al. 2003). Fiir Kinder
gibt es bislang keinen Konsens hinsichtlich empfohlener C,- Konzentrationen fiir
Ciclosporin A.

Es existieren derzeit nur wenige Studien, welche die Kombinationstherapie aus Ciclosporin
und MMF bei Kindern in der Spétphase nach Nierentransplantation betrachtet haben. Pape
et al. haben in einer Untersuchung eine Beeinflussung des Ciclosporin- Metabolismus
durch Mycophenolatmofetil festgestellt (Pape et al. 2003). Dabei lagen die C,-
Konzentrationen von Ciclosporin bei 33 Kindern, welche eine Kombinationstherapie aus
Ciclosporin A, Prednisolon und Mycophenolatmofetil erhalten haben, mit 617 £+ 221 ng/ml
signifikant unter den C,- Konzentrationen bei Kindern, die ohne MMF therapiert wurden
(755 £ 271 ng/ml) (p< 0,005). Durch eine kiirzlich erschienene Untersuchung von Brunet
et al. wurde dagegen bekréftigt, dass die C,- Konzentrationen trotz niedrigerer CyA- Dosis
bei Patienten, welche eine Kombinationstherapie (CyA und MMF) erhalten haben, 22 %
hoher als die Konzentrationen bei CyA- Monotherapie lagen (Brunet et al. 2004). Auch in
der vorliegenden Arbeit lagen die C,- Konzentrationen im Vergleich zu den Ergebnissen
von Pape et al. hoher (685 in Profil 1 bzw. 749 in Profil 2 vs. 615 ng/ml) bei einer
vergleichsweise niedrigeren CyA- Dosis (143 vs. 190 mg/m?). Dariiber hinaus konnte in
der vorliegenden Untersuchung eine signifikante Korrelation der CyA- Dosis mit der
Blutspiegelkonzentration zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme gezeigt werden (p=
0,001). Moglicherweise sind auch die unterschiedlichen Bestimmungsverfahren der
Ciclosporin- Konzentration fiir die Erklarung der Ergebnisse zu beriicksichtigen. Wahrend

bei Pape et al. die Konzentration durch den Enzyme- multiplied- Immunoassay (EMIT)
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gemessen wurde, kam in der vorliegenden Arbeit ein Fluoreszenzpolarisations-
Immunoassay zum Einsatz. Hinsichtlich der unterschiedlichen Messmethoden konnte in
einer Untersuchung aus dem Jahr 2003 gezeigt werden, dass die durch EMIT gemessenen
Co- Blutkonzentrationen und in geringerem Maf} auch die C,- Konzentrationen niedriger

lagen (Soldin et al. 2003).

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand darin, einen einzelnen Konzentrationszeitpunkt zu
ermitteln, welcher die beste Regression mit der Fldche unter der Konzentrations- Zeit-
Kurve (AUCy¢ bzw. AUCi4) aufweist. Pharmakokinetische Analysen von Patienten,
welche Neoral® einnahmen, haben gezeigt, dass die groBte interindividuelle Variabilitit
der CyA- Absorption innerhalb der ersten 4 Stunden nach Medikamenteneinnahme auftritt
(Johnston et al. 2000). In Ubereinstimmung mit Johnston et al. zeigte sich in dieser Arbeit
die groBte interindividuelle  Variabilitdit nicht zum  Zeitpunkt vor der
Medikamenteneinnahme (Cy), sondern wéihrend des ersten Profils in der ersten Stunde und
wéhrend des zweiten Profils in der dritten Stunde. In der vorliegenden Studie wurde die
Berechnung der Fliche unter der Konzentrations- Zeit- Kurve wéhrend der ersten 6
Stunden nach Medikamenteneinnahme durchgefiihrt, um das Absorptionsmuster des
individuellen Patienten wéhrend dieses Zeitraums zu erkennen. Nashan et al. sprachen
aufgrund dieser individuellen Absorptionsmuster von einer Einteilung in gute, verzogerte
und schlecht resorbierende Individuen, sogenannte ,,good®, ,slow* und ,,low absorber*
(Nashan et al. 2003). Der entscheidende Unterschied zwischen einem ,,low* und einem
»slow absorber spiegelt sich in der Fliche unter der Konzentrations- Zeit- Kurve wider:
Diese ist bei einem ,low absorber im Vergleich zu gut resorbierenden Patienten
vermindert, bei einem ,,slow absorber zeigt sich nur ein verzégerter Anstieg bis zu der
maximalen Konzentration bei nicht verminderter Fliache unter der Konzentrations- Zeit-
Kurve. In der vorliegenden Arbeit zeigte ein Patient im ersten Profil einen relativ
langsamen Anstieg der CyA- Konzentration, wobei die maximale Konzentration erst drei
Stunden nach Einnahme erreicht wurde, im zweiten Profil hingegen wurde die maximale
CyA- Konzentration bereits nach zwei Stunden erreicht, so dass insgesamt keine ,,slow
absorber ermittelt wurden. Weber et al. haben in einer kiirzlich erschienenen Studie bei
nierentransplantierten Kindern die Patienten nach einem Schema von Einecke et al. in
»low*, intermediate und ,,high absorbers* eingeteilt, wobei ein Quotient von C,/Co< 3,5
auf einen ,low absorber und ein Quotient > 7,5 auf einen ,high absorber hinweist

(Weber et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Patienten ermittelt, die einen
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Quotienten < 3,5 aufgewiesen haben, 5 Patienten erfiillten nach dieser Einteilung das
Kriterium eines ,,high absorbers*.

Die Flache unter der Konzentrations- Zeit- Kurve stellt die beste Methode dar, um die
Pharmakon- Exposition zu ermitteln. Bei der zweimaligen tdglichen Ciclosporin- Gabe
spiegelt sich die Gesamtexposition in einem pharmakokinetischen Profil und der
Berechnung der AUC widhrend eines 12- Stunden- Intervalls wider. In
pharmakokinetischen Untersuchungen konnte eine signifikante Korrelation (1= 0,98) der
AUC innerhalb der ersten sechs Stunden nach Medikamenteneinnahme (AUCy.¢) mit der
AUC.1» gezeigt werden (Kelles et al. 1999). Da sich die ersten vier Stunden nach
Medikamenteneinnahme als entscheidende Absorptionsphase von Ciclosporin erwiesen
haben, wurde in mehreren Untersuchungen die AUC wéhrend eines 4- Stunden-
Zeitintervalls berechnet. Fiir Kinder stellen mehrmalige Blutabnahmen eine besondere
Belastung dar. Als Losung dieses Problems wurden Einzelzeitbestimmungen entwickelt
und untersucht, wobei die CyA- Konzentration zwei Stunden nach Einnahme die beste
Regression mit der AUC aufgewiesen hat. Kelles und Mitarbeiter zeigten in einer
péddiatrischen Studie an langzeit- nierentransplantierten Patienten, dass das C,- Monitoring
eine bessere Alternative fiir das Cp- Monitoring und einen wesentlich praktischeren Marker
fiir verkiirztes AUC- Monitoring in der téglichen klinischen Praxis darstellt (Kelles et al.
1999). In der vorliegenden Arbeit wurde in den Regressionsuntersuchungen zwischen den
Ciclosporin- Konzentrationen Cy bis C¢ und der AUCj¢ in beiden Profilen die beste
Regression mit der AUCy.¢ zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme ermittelt (1= 0,72;
p< 0,001 in Profil 1 und r>= 0,89; p< 0,001 in Profil 2). Im ersten Profil konnte eine
Regressionsgleichung (AUCy.¢= 813,5 + 2,7 x C,) ermittelt werden, welche als einzelne
Variable die Ciclosporin- Konzentration nach zwei Stunden einschlie8t und mit welcher
die AUC_ mit einem Bestimmtheitsmal} von r>= 0,72 berechnet werden kann. Im Rahmen
der linearen Regressionsanalyse wurde im zweiten Profil eine Gleichung (AUCy.¢= 655,0 +
2,8 x C;) ermittelt, mit der die AUCj,¢ anhand der Variable C, mit einem
Bestimmtheitsmall von = 0,89 (p< 0,001) berechnet werden kann. Analoge Ergebnisse
ergaben sich in einer linearen Regressionsanalyse zwischen der Ciclosporin- Konzentration
und der AUC,4. Ferraresso et al. konstatierten C, als die beste Bezugsgrofle der AUC4
(Ferraresso et al. 2004). Zu den gleichen Schlussfolgerungen kamen David-Neto et al. in
einer Untersuchung bei 34 Kindern in der Spétphase nach Nierentransplantation. Die beste
Regression mit der AUCy.4 ergab sich zwei Stunden nach der Neoral- Einnahme (David-

Neto et al. 2002). In einer Untersuchung bei 19 piadiatrischen Patienten haben Meier-
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Kriesche et al. C, als beste Bezugsgrofle der Ciclosporin- Exposition ermittelt (Meier-
Kriesche et al. 1999). Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten auch Pape et al. (Pape et al.
2003). Sie konstatierten eine Korrelation von C, mit der AUC.;; von r= 0,95, wihrend flir
die Ciclosporin- Konzentration Cy nur eine Korrelation von r= 0,66 ermittelt werden
konnte. Kovarik et al. haben in einer Untersuchung bei péddiatrischen Patienten in der
Spétphase nach Nierentransplantation C, als einzelne Variable mit der hochsten Regression
(r*= 0,86) mit der AUC.4 ermittelt (Kovarik et al. 2003). Dunn hat nach der Evaluation der
pharmakokinetischen Angaben verschiedener Autoren konstatiert, dass sich C, als ein
addquater Einzelzeitmesspunkt fiir die Vorhersage der AUC erwiesen hat (Dunn 2003). Cy
zeigte dagegen nur relativ niedrige Korrelationen. Obwohl die Variable C, als addquate
BezugsgroBle nachgewiesen wurde, welche die hochste Korrelation mit der Flidche unter
der Konzentrations- Zeit- Kurve aufweist, gibt es auch andere Einschitzungen. Wigger et
al. fanden in einer Untersuchung bei nierentransplantierten Kindern zwischen der 1h-
Konzentration und der AUC die beste Korrelation. (Wigger et al. 2003). Threr Meinung
nach bietet daher im Kindesalter C; eine prizisere Variable als C,. Zu beriicksichtigen ist
dabei allerdings, dass auch in der Arbeit von Wigger et al. C, die zweitbeste Regression
nach C; aufgewiesen hat.

Hinsichtlich des Zielbereichs der Ciclosporin- C,- Konzentration im Blut gibt es bislang
bis auf wenige Empfehlungen keine Klarheit. Untersuchungen von Citterio et al. weisen
darauf hin, dass die Ciclosporin- Konzentration zwei Stunden nach
Medikamenteneinnahme als Pridiktor der chronisch renalen Allograft Dysfunktion
(CRAD) gelten konnte, welche sich in einem progredienten Kreatininanstieg, einer
Proteinurie und arteriellem Hypertonus widerspiegelt (Citterio et al. 2003). In einer
Untersuchung bei 79 Patienten in der stabilen Phase nach Nierentransplantation konnte
gezeigt werden, dass bei Patienten, deren C,- Spiegel iiber 900 ng/ml lagen, in 90 % der
Félle eine CRAD bioptisch ausgeschlossen wurde, wéhrend bei Patienten, deren C,-
Konzentrationen niedriger lagen, in 50 % eine CRAD bioptisch gesichert wurde. In der
vorliegenden Arbeit kann aufgrund der fehlenden Biopsien keine Aussage hinsichtlich
einer chronischen Transplantatdysfunktion gemacht werden. Eine Arbeitsgruppe von Hu et
al. hat die C,- Konzentrationen bei erwachsenen Nierentransplantierten im Langzeitverlauf
untersucht (Hu et al. 2004). Dabei wurden keine Auswirkungen der Hohe der C,-
Konzentration auf die Nierenfunktion ermittelt. Die Autoren sind daher zu dem Schluss
gekommen, dass das C,- Monitoring im Langzeitverlauf dem traditionellen Co- Monitoring

nicht tiberlegen ist. Allerdings wurden in deren Studie die C,- Konzentrationen nur zu
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Beginn und am Ende eines einjdhrigen Untersuchungszeitraums bestimmt, wéhrend die Co-

Konzentrationen monatlich gemessen wurden.

Es ist verstdandlich, dass komplette AUC- Profile wihrend eines 12- Stunden- Intervalls
bzw. eines 4- Stunden- Intervalls eine zeitaufwéndige Methode in der klinischen Praxis
darstellen. Sie sind auf der einen Seite zu kostenaufwendig, auf der anderen Seite stellen
mehrmalige Blutabnahmen eine sehr hohe psychische Belastung gerade bei pédiatrischen
Patienten dar und kdnnen ambulant nicht durchgefiihrt werden.

Es wurden Einzelzeitmesspunkte untersucht, die den 12- Stunden- Profilen in ihrer
Aussagekraft beziiglich der Ciclosporin- Exposition gleichwertig sind. In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass C, einen effektiven Einzelzeitparameter fiir die Vorhersage
der kompletten AUC darstellt.

Die Messung des C,- Spiegels allein reicht nicht aus, um zu unterscheiden, ob es sich bei

3

einem Patienten um einen echten ,low* oder ,slow absorber® handelt, bei dem die
Absorption nur verzogert ist. Liegt die C,- Konzentration niedriger als erwartet, muss ein
»low absorber in Betracht gezogen und zusitzlich die Konzentration sechs Stunden nach
Einnahme bestimmt werden, um einen ,,slow absorber ausschlieBen zu kénnen.

Aufgrund der rapiden Anderung der Konzentration innerhalb der ersten vier Stunden nach
Medikamenteneinnahme ergeben sich bei zeitlicher Ungenauigkeit erhebliche
Abweichungen von der wahren Ciclosporin- Blutkonzentration. Wichtig ist deshalb die
akkurate Zeit der Probenentnahme. Kahan et al. haben ein enges Zeitfenster von 15
Minuten vor und nach dem 2- Stunden- Zeitpunkt definiert, in dem die Probe entnommen
werden darf (Kahan et al. 2000). Dieses Vorgehen verlangt gute Patientenaufkldarung und

ein gut organisiertes Team in der Ambulanz, wo nierentransplantierte Kinder betreut

werden.

Mycophenolatmofetil wurde 10 bis 15 Jahre nach Ciclosporin A eingefiihrt. Im Vergleich
zu der Kombination von CyA mit Azathioprin traten unter der Kombinationstherapie von
CyA mit Mycophenolatmofetil seltener Rejektionen auf. Bisher sind nur wenige Studien
durchgefiihrt worden, in der die Pharmakokinetik von Mycophenolatmofetil in
Kombination mit Ciclosporin A untersucht worden ist. Es hat sich gezeigt, dass die
Kombination von Ciclosporin A mit MMF bei pidiatrischen nierentransplantierten

Patienten die Anzahl akuter AbstoBungskrisen vermindert hat (Staskewitz et al. 2001) und
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gleichzeitig positive Effekte hinsichtlich einer chronischen Allograft- Nephropathie
aufgewiesen hat (David-Neto et al. 2001, Henne et al. 2003). Bislang konnte kein einzelner
Messzeitpunkt ermittelt werden, der im Rahmen des MMF- Monitorings als adédquater
Priadiktor der AUC eingesetzt werden kann. In der vorliegenden Arbeit konnte im ersten
Profil gezeigt werden, dass auch die Konzentration von Mycophenolatmofetil zwei
Stunden nach Medikamenteneinnahme die beste Regression mit der AUCy.¢ aufgewiesen
hat (r*= 0,78, p< 0,001). So konnte eine Regressionsgleichung ermittelt werden, nach der
sich die AUC unter Einbeziehung nur einer Variablen berechnen lisst. Im zweiten Profil
hat dagegen die MMF- Konzentration eine Stunde nach Medikamenteneinnahme die beste
Regression aufgewiesen (r>= 0,77, p< 0,001). Eine Erkldrung dieser voneinander
abweichenden Ergebnisse ist angesichts des Literaturstudiums zu diskutieren. David-Neto
et al. haben in ihrer Arbeit iiber die Immunsuppression mit Mycophenolatmofetil bei
nierentransplantierten Kindern keine einzelne Variable nachweisen konnen, welche die
AUC.1; mit einem Korrelationsindex hoher als 0,5 vorhersagen konnte (David-Neto et al.
2003). Ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit, in der bei Kombination von C; mit C, eine
Regression mit der AUCys von r’= 0,97 und bei Kombination von Cy mit C, eine
Regression von r’= 0,92 ermittelt wurde, ergaben sich bei David-Neto et al. signifikante
Regressionen mit der AUCy¢ bei Kombination von zwei Konzentrationsvariablen in einer
Gleichung (r* jeweils 0,67). Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass
bei der Pharmakokinetik von Mycophenolatmofetil eine Kombination der Variablen C,;
und C; in einer Gleichung als Pridiktor der AUC benutzt werden kann. Allerdings sind bei
einer derartigen Kombination zwei Blutabnahmen erforderlich, welche eine zusétzliche
Belastung der Kinder und zusdtzliche Kosten verursachen, Argumente, die nicht im
Einklang mit der klinischen Praxis stehen. Viel kritischer ist die Tatsache zu sehen, dass in
einer Untersuchung die maximale MMF- Konzentration in einem zeitlichen Rahmen
zwischen bereits 20 Minuten und 2 Stunden nach Einnahme aufgetreten ist (Weber et al.
1999). Weiterhin wurde in der Arbeit von Weber et al. aufgrund des enterohepatischen
Kreislaufs ein zweiter geringerer Konzentrationsanstieg der Mycophenolsdure bei
einzelnen Patienten zwischen 6 und 12 Stunden nach der Einnahme beschrieben. Es muss
daher konstatiert werden, dass fiir eine addquate Erfassung der Pharmakokinetik von MMF
die C;- sowie die C,- Konzentration nicht ausreichend sind, sondern vor Vollendung der
ersten Stunde nach Einnahme eine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt werden sollte,
um den schnellen Anstieg der MMF- Konzentration zu erfassen. Die hohe interindividuelle

Variabilitit von Mycophenolatmofetil zeigte sich auch in einer Studie von Kuypers et al.
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(Kuypers et al. 2003). In ihrer Arbeit wurde die MMF- Konzentration nach 6 Stunden als
der beste Pradiktor der AUC.; ermittelt (r>= 0,76, p< 0,001). Sie haben geschlussfolgert,
dass das Talspiegel- Monitoring von MMF keine verldssliche Methode fiir die individuelle
Dosis- Einstellung darstellt, um die damit verbundenen Nebenwirkungen zu verringern.
Eine Empfehlung fiir einen Algorithmus zur Erfassung der MMF- Exposition anhand eines
Einzelmesswertes ist aufgrund der ungeniigenden und widerspriichlichen Korrelationen in
der vorliegenden Arbeit und in der Literatur nicht mdglich. Eine mogliche Losung dieses
Problems bietet die Durchfiihrung eines Kurzprofils, das auf jeweils einer Blutabnahme
vor MMF- Gabe (Cy), sowie 30 min (Csgmin) und 2 Stunden (C,) nach MMF- Gabe basiert
(Tonshoff et al. 2004). Die MPA- AUC,.;, wird dabei nach der Formel berechnet: MPA-
AUC= 18,6 + 4,3 x Cyp + 0,536 x Csomin + 2,148 x C,. Dieses Kurzprofil besitzt eine
Korrelation mit der gemessenen MPA- AUC iiber 12 Stunden von r*= 0,72.
Weiterfiihrende Untersuchungen zur Pharmakokinetik dieses Immunsuppressivums, v. a.

zu Interaktionen von MMF mit Ciclosporin, sind notwendig.

Sekundéres Ziel der Arbeit war die Evaluierung der Calcineurin- Phosphatase- Aktivitat
als Parameter wirksamer Calcineurin- Inhibition. Sowohl im ersten Profil als auch im
zweiten Profil konnte eine Abnahme der Calcineurin- Aktivitit nach Einnahme der
immunsuppressiven Medikamente nachgewiesen werden. Die grofite Calcineurin-
Inhibition trat vergleichbar mit einer Untersuchung von Halloran et al., in deren Arbeit die
maximale Inhibition in der ersten bzw. in der zweiten Stunde nach Ciclosporin- Einnahme
angegeben wurde, eine Stunde nach Medikamenteneinnahme auf (Halloran et al. 1999).
Die Calcineurin- Phosphatase arbeitete in der Untersuchung von Halloran et al. mit einer
verbleibenden Aktivitét von 36 % zum Zeitpunkt C; bzw. 44 % zum Zeitpunkt C,. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine deutlich geringere Inhibition ermittelt. Zu &hnlichen
Ergebnissen wie Halloran et al. gelangten Cantarovich et al. in einer Studie bei
erwachsenen Patienten ein Jahr nach Lebertransplantation (Cantarovich et al. 1998). Die
Calcineurin- Aktivitét lag in deren Arbeit zwischen 56 % und 61 %.

Angesichts der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit spielen methodische Unterschiede
gegeniiber den Studien anderer Autoren die entscheidende Rolle. Die Calcineurin-
Inhibition ist proportional zu der Ciclosporin- Konzentration (Halloran et al. 1999). Eine
hohe CyA- Konzentration bewirkt eine stirkere Inhibition des Enzyms. In der vorliegenden

Arbeit lagen die CyA- Konzentrationen und somit die Calcineurin- Inhibition niedriger als
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in der Untersuchung von Halloran et al. Zudem wurden in den bisher durchgefiihrten
Untersuchungen zur Calcineurin- Inhibition andere Testkits verwendet. Sowohl in der
Studie von Halloran et al. als auch Cantarovich et al. wurde die Phosphatmenge mittels
eines Kationenaustauschers isoliert und in einem Szintillationszdhler gemessen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Phosphatmenge photometrisch erfasst. Der in dieser Studie
angewandte Testkit wurde bisher in der Medizin fiir eine derartige Untersuchung nicht
verwendet. Erst im Rahmen dieser Arbeit wurde das Verfahren des Testkits entwickelt.
Demnach miissen methodische Probleme beriicksichtigt werden. Ein solches spiegelt
sicherlich die hohe Calcineurin- Aktivitit des zweiten Profils drei Stunden nach CyA-
Einnahme wider. Ferner ergab sich aufgrund einer hohen Streuung der Einzelwerte keine
signifikante Korrelation der Calcineurin- Aktivitit mit der Ciclosporin- Blutkonzentration
zu den entsprechenden Zeitpunkten nach der Einnahme. Der Vergleich zwischen der
Calcineurin- Aktivitdt bei gesunden Kontrollprobanden und bei immunsupprimierten
Kindern hat gezeigt, dass die Aktivitit 12 Stunden nach der Einnahme der
Immunsuppressiva nur geringfiigig unter der Aktivitdt der Kontrollprobanden gelegen hat,
wiahrend sie eine Stunde nach der Medikamenteneinnahme der nierentransplantierten
Kinder deutlich unter die der Kontrollprobanden gesunken war. Auch zu den weiteren
Zeitpunkten nach der Einnahme des Ciclosporins wurden bei den nierentransplantierten
Kindern niedrigere Aktivititen des Enzyms gegeniiber den Kontrollprobanden
nachgewiesen, dennoch waren die Unterschiede nicht als signifikant anzusehen.

Vergleichbare Untersuchungen konnten in der Literatur nicht ermittelt werden.
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7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Bei den Kindern und Jugendlichen in der vorliegenden Arbeit lagen die C,-
Konzentrationen im Mittel {iber den fiir Erwachsene empfohlenen Zielwerten. Es bleibt
Gegenstand weiterer Untersuchungen, ob sich die Ciclosporin- Konzentrationen auch bei
padiatrischen Patienten angesichts der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen bei
gleichzeitiger Rejektionsprophylaxe weiter senken lassen. Vorstellbar ist die Annahme
eines Zielbereiches von 450- 800 ng/ml. C, ist bei Kindern in der stabilen Phase nach
Nierentransplantation die beste Bezugsgrofe fiir die Ciclosporin- Exposition und weist die
beste Korrelation mit der Flache unter der Konzentrations- Zeit- Kurve auf. Cy korreliert
nur gering mit der AUC.

Diese Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die medizinischen Einrichtungen auf dem
Gebiet der Transplantation zu ermutigen, auf das C,- Monitoring umzustellen. Patienten
dieser Studie wurden im Anschluss an die Profile bereits nach C,- Monitoring auf die
immunsuppressiven Medikamente eingestellt. Es zeigten sich bereits erste Trends einer
verbesserten Nierenfunktion. Eine nachfolgende Studie auf diesem Gebiet ist geplant.

Eine Empfehlung fiir einen Algorithmus zur Erfassung der MMF- Exposition anhand eines
Einzelmesswertes ist aufgrund der eigenen und in der Literatur angegebenen
ungeniigenden und widerspriichlichen Korrelationen mit der Fliche wunter der
Konzentrations- Zeit- Kurve nicht mdglich. Eine mogliche Losung dieses Problems bietet
die Durchfiihrung eines Kurzprofils, das auf einer Blutabnahme vor MMF- Gabe, sowie 30
min und 2 Stunden nach MMF- Gabe basiert. Es sind weitere Untersuchungen hinsichtlich
der Pharmakokinetik von MMF notwendig.

Der fir die Bestimmung der Calcineurin- Aktivitit verwendete Testkit stellt fiir
wissenschaftliche Untersuchungen ein geeignetes Nachweisverfahren dar. Fiir einen

Einsatz in der klinischen Praxis sind methodische Fehlerquellen zu verbessern.
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Anhang

Tab. 32: Begleitmedikation: Profil 1

Pat. Antihypertensiva (mg) Pre((i:llgs;) lon ‘(I:Itlgl))

L.C. Delix (2,5) Norvasc (5) Beloc zok forte(380) - -

F.M. - - -

H.J. Delix (5) Minipress ret. (2) | Beloc zok mite (95) | Nepresol (75) 2,75 -

F.S. Lorzaar (50) Beloc zok (95) - Calcimagon D3 (1,25)
L.M. Xanef (7,5) Beloc zok (237,5) Nepresol (150) - Calcimagon D3 (1,25)
G.N. Lopirin (25) Metoprolol (200) Nepresol (50) - Calcimagon D3 (1,25)
L.R. Xanef (10) |Beloc zok mite (95) - Calcimagon D3 (1,25)
B.S. | Beloc zok (190) - Calcimagon D3 (1,25)
T.M. | Lorzaar (25) - -

B.T. Lasix (40) Beloc zok 95 (190) | Nepresol (100) 8 -

K.M. Xanef (5) Minipress ret. (8) | Beloc zok 95 (190) 5 Calcimagon D3 (1,25)
H.M. Delix (2,5) 5 -

A.C. Delix (2,5) 2,5 -

Tab. 33: Begleitmedikation: Profil 2

Pat. Antihypertensiva (mg) Pre?:llgs;) lon \(]rlrtlg]))

L.C. Delix (2,5) Norvasc (5)  |Beloc zok forte (190) - -

H.J. Delix (5) Minipress ret. (2) | Beloc zok mite (95) | Nepresol (50) 2,75 -

F.S. Lorzaar (50) (Beloc zok mite (95) - Calcimagon D3 (1,25)
L.M.| Xanef(7,5) Beloc zok (237,5) Nepresol (75) - Calcimagon D3 (1,25)
G.N.| Lopirin (25) Metoprolol (200) Nepresol (50) - Calcimagon D3 (1,25)
L.R. Xanef (10) Minipress ret. (12) | Beloc zok mite (95) - Calcimagon D3 (1,25)
B.S. | Beloc zok (190) - Calcimagon D3 (1,25)
T.M.| Lorzaar (25) - -

B.T. [Beloc zok 95(190)| Minipress ret. (12) |  Nepresol (100) 8 -

K.M. Xanef (5) Minipress ret. (8) | Beloc zok 95 (190) 5 Calcimagon D3 (1,25)
H.M. Delix (2,5) 5 -

A.C. Delix (2,5) 2.5 -
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Tab. 34: Ciclosporin- Tagesdosis: Profil 1

Patient mg mg/kg mg/m?> KOF
L.C. 220 2,9 116
F.M. 180 4,5 150
H.J. 120 4,1 120
E.S. 210 2,8 117
L.M. 230 2,9 115
G.N. 280 3,9 147
L.R. 250 3,0 125
B.S. 200 2,7 105
T.M. 235 4,8 168
B.T. 400 4,4 191
K.M. 190 3,3 119
H.M. 280 6,2 200
A.C. 260 6,1 186

Tab. 35: Ciclosporin- Konzentrationen (ng/ml): Profil 1

Patient C, C, C, C; C, Cs

L.C. 1354 518,1 563,7 420,6 315 234.6
F.M. 95,7 865,2 547,8 343,8 198,3 167,5
H.J. 134,9 1270,8 684,6 482,1 351,9 230,3
F.S. 1729 961,2 1022,7 595,8 4245 263,3
L.M. 106,5 539,7 340,8 269,7 227,1 195,3
G.N. 58,1 345,6 420,6 620,4 337,5 255,1
L.R. 56,3 360,3 779,4 528,9 370,8 201,1
B.S. 129,1 698.,4 608,7 352,2 266,7 218.,6
T.M. 94,9 525,3 567 4383 398,1 254,1
B.T. 220,5 1066,2 10044 729,6 653,7 500,1
K.M. 97,6 541,2 792,3 372,6 194,4 207,8
H.M. 104,7 773,7 1023 488.8 3489 201,1
A.C. 130,8 1426,8 1149,9 560,8 456 209,7

Die fett gedruckten Werte weisen auf Patienten hin, deren C,- Werte {iber 800 ng/ml lagen.

Tab. 36: Ciclosporin- Tagesdosis: Profil 2

Patient mg mg/kg mg/m?> KOF
L.C. 220 2,9 114
H.J. 110 3,7 110
F.S. 190 2,6 107
L.M. 230 2,8 116
G.N. 280 4,2 151
L.R. 230 2,7 113
B.S. 190 2,6 103
T.M. 235 4,8 165
B.T. 360 4,1 174
K.M. 200 3,6 129
H.M. 240 5,5 179
A.C. 260 6,2 191
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Tab. 37: Ciclosporin- Konzentrationen (ng/ml): Profil 2

Patient C, C, C, C; C, Cq
L.C. 83,8 865,5 771,9 388,2 285,6 200,8
H.J. 189,2 1097,7 645,6 375,3 295,2 198,5
E.S. 187 1101 748,8 465 309,6 211,7
L.M. 94,8 4422 387,6 204,3 163,2 188,9
G.N. 1429 714,3 905,4 630,6 420,9 322
L.R. 136,6 720,3 694,5 4122 241,8 204,4
B.S. 91 618,9 535,2 357 246 216,2
T.M. 96,8 449,1 750 523,5 4104 225,6
B.T. 163 11214 1191,9 776,4 453,9 380,2
K.M. 71,4 830,1 654,3 315,8 295,8 159
H.M. 105,6 11259 811,5 436,2 3174 179.,4
A.C. 137,4 810,6 1176,9 628,5 429,6 221,4
Tab. 38: Mycophenolatmofetil- Tagesdosis: Profil 1

Patient mg mg/kg mg/m?> KOF
L.C. 1250 16,5 658

F.M. 500 12,6 417

H.J. 1000 34,5 1000

F.S. 2500 34 139

L.M. 2000 25,0 1000

G.N. 2000 28,2 1053

L.R. 2000 23,9 1000

B.S. 2000 27,0 1053

T.M. 2000 40,8 1429

B.T. 2500 2.8 119

K.M. 2000 349 1250

H.M. 1500 333 1071

A.C. 1750 41,0 1250

Tab. 39: Mycophenolatmofetil- Konzentrationen (ug/ml): Profil 1

Patient Cy C, C, C; Cy Ce
L.C. 2,83 14,85 821 3,99 5,08 2,43
F.M. 1,42 12,76 3,14 1,91 1,28 5,43
H.J. 4.4 27,4 8,71 5,98 4,37 5,18
F.S. 0,5 18,46 8,67 3,65 2,14 2,73
L.M. 2,23 17,88 7,26 4,8 2,8 6,54
G.N. 1,96 13,06 12,68 6,45 4,36 3,48
L.R. 0,85 11,61 3,76 2,66 2,05 1,5
B.S. 2,01 22,5 9,62 5,79 3,66 4,06
T.M. 2,16 10,48 10,45 6,34 5,04 3,89
B.T. 4 15 12,61 9,53 5,21 2,83
K.M. 2,31 13,32 27 14,61 7,95 3,63
H.M. 5,08 27,81 18,48 8,96 5,02 4,61
A.C. 3,66 22,24 14,69 8,15 7,9 0,5
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Tab. 40: Mycophenolatmofetil- Tagesdosis: Profil 2

Patient mg mg/kg mg/m?> KOF
L.C. 1250 16,6 647
H.J. 1000 33,9 997
E.S. 2500 31,1 1262
L.M. 2000 24,7 1005
G.N. 1000 14,8 538
L.R. 2000 23,9 980
B.S. 2000 27,8 1081
T.M. 2000 40,8 1400
B.T. 2125 24,2 1025
K.M. 2000 36,1 1286
H.M. 750 17,1 558
A.C. 1750 17,9 552

Tab. 41: Mycophenolatmofetil- Konzentrationen (ug/ml): Profil 2

Patient Cy C C, C, C, Cq

L.C. 3,45 13,83 7,64 4,71 5,33 2,96
H.J. 4,34 20,79 13,92 13,89 4,62 5,38
F.S. 0,5 5,89 13,49 7,91 3,44 1,44
L.M. 3,92 14,75 11,16 7,69 5,06 4.8

G.N. 2,09 7,76 8,55 6,49 4.8 7,46
L.R. 2,28 14,35 6,71 4,05 2,93 1,47
B.S. 2.8 34,62 10,07 6,03 2,65 1,54
T.M. 1,06 11,63 5,97 4,99 3,93 3,93
B.T. 4,39 27,24 16,8 8,92 5,04 2,56
IK.M. 1,22 24,32 11,53 6,16 5,02 1,67
H.M. 5,08 27,81 18,48 8,96 5,02 4,61
A.C. 3,66 22,24 14,69 8,15 7,9 0,5
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