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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Platinkomplexe

1.1.1 Uberblick

Barnett Rosenberg flhrte in den sechziger Jahren Untersuchungen zum
Einfluss des elektrischen Feldes auf das Wachstumsverhalten von Escherichia
coli durch. Daflr tauchte er ,inerte” Platinelektroden in eine wassrige
Ammoniumchloridlésung ein. Das von ihm beobachtete filamentose
Wachstum des Bakteriums sowie die fehlende Zellteilung lie3en sich nicht
mit der Einwirkung des elektrischen Feldes erklaren!. Verantwortlich dafir
war ein Elektrolyseprodukt, das bereits 1844 als Peyrone’s Chlorid
beschrieben wurde?. Dieser viel zitierte Zufall, der 1965 zu der Entdeckung
der zytotoxischen Wirkung von Cisplatin (cis-Diammindichloroplatin(ll),
CDDP, Abb. 1.1) fuhrte, stellte einen Meilenstein in der Onkologie dar und

|6ste eine Renaissance der Koordinationschemie aus.

1971 wurde Cisplatin erstmals klinisch erprobt und schon 1978 fur die
Therapie maligner Erkrankungen zugelassen. Bis heute ist Cisplatin
wichtiger Bestandteil in zahlreichen Chemotherapieregimen zur Behandlung
unter anderem von Hoden-, Ovarial-, Bronchial- und
Plattenepithelkarzinomen. Doch sein Einsatz ist aufgrund schwerer
unerwinschter Wirkungen (Nephrotoxizitat, Ototoxizitat und Emesis) und
dem Auftreten von primirer oder erworbener Resistenz begrenzt*.
Unerwinschten Wirkungen wie Nausea und Emesis kann durch eine
adaquate Supportivtherapie vorgebeugt bzw. deren Ausmal eingeschrankt
werden. Das Risiko einer Nierenschadigung durch eine cisplatinhaltige
Chemotherapie lasst sich durch eine Hydratation vor und nach der
Applikation reduzieren. Durch diese MaBBnahmen gilt flr Cisplatin heute die
Anreicherung in verschiedenen Nervengeweben und dadurch hervorgerufene

Neurotoxizitat als dosislimitierend®3S.



2 EINLEITUNG

In den letzten Jahrzehnten wurde eine grof3e Vielzahl an Cisplatin-Analoga
synthetisiert, die vor allem als ,me-too” Substanzen betrachtet werden
konnen. Die klinische Prufung erreichte kaum eine dieser Verbindungen, bis
1989 Carboplatin [cis-Diammin(1,1-cyclobutandicarboxylato)platin(ll)] ftr
die Therapie des Ovarialkarzinoms zugelassen werden konnte. Bei
Carboplatin, in Abb. 1.1 dargestellt, wurde durch den Austausch der
Chloroliganden des Cisplatins gegen einen Cyclobutandicarboxylatliganden

eine stabilere Abgangsgruppe eingefuhrt.

O
/ i,
O
HsN Cl 0 0
T NG/ | O~
Pt P{ /P\t
H;N a BN ‘N0 \o
H2
O
Cisplatin Carboplatin Oxaliplatin

Abb. 1.1 Chemische Struktur von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin

Die Reaktivitat von Carboplatin ist als Folge dessen im Vergleich zu Cisplatin
deutlich niedriger. Das macht fur eine aquieffektive Wirkung hohere
Dosierungen notig. Klinisch zeichnet sich Carboplatin im Vergleich mit
Cisplatin durch eine bessere Vertraglichkeit und ein anderes Toxizitatsprofil
aus. Die dosislimitierende Toxizitat, eine Myelosupression, die sich
vorwiegend in Form einer Thrombozytopenie auf3ert sowie die Wirkung
stehen in einem deutlichen Zusammenhang mit der Exposition (area under
the curve, AUC)?>!°. Eine Dosierung nach Ziel-AUC macht diese
Nebenwirkungen gut kontrollierbar und fluhrte zu einer einfacheren
Handhabung der Substanz. Daraus resultierte, dass Carboplatin Cisplatin
vor allem in der Therapie des Ovarialkarzinoms, aber auch des Bronchial-
und Zervixkarzinoms abléste*!!13,  Ein  Wermutstropfen bleibt, da
Carboplatin  Kreuzresistenzen zu Cisplatin aufweist und somit das

Wirkungsspektrum nicht erweitert.



EINLEITUNG 3

Kidani et al. synthetisierten erstmalig 1978 Oxaliplatin [[(1R,2R)-1,2-Cyclo-
hexandiamin-N,N’][oxalato(2-)-O,0"|platin(ll)], das als Platinkomplex der
dritten  Generation  bezeichnet  wird!*!/.  Die Einfuhrung des
Diaminocyclohexan(DACH)-Liganden (s. Abb. 1.1) fiihrte zu einer Anderung
des Wirkungsspektrums. In zahlreichen In-vitro-Untersuchungen an murinen
und humanen Zelllinien wurde die antitumorale Wirkung von Oxaliplatin
untersucht. Dabei kristallisierte sich heraus, dass Oxaliplatin an zum Teil
gegen Cisplatin resistenten Leukamie-, Kolonkarzinom-, Ovarialkarzinom-,
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom-, Mammakarzinom- und Neuro-
blastomzelllinien eine antiproliferative Wirkung zeigte. Diese Beobachtungen
konnten im murinen Tiermodell fir Leukdmie, Kolonkarzinom, Fibrosarkom,
Lungen- und Mammakarzinom bestatigt werden'®. Oxaliplatin  wurde
schlie3lich in der Hauptindikation flir die Behandlung des metastasierenden
Kolonkarzinoms in Kombination mit Fluorouracil (5-FU) und Calciumfolinat
zugelassen.

Die Entwicklung der Platinkomplexe ging auch nach der EinfUhrung von
Oxaliplatin weiter. Zurzeit befinden sich zwei weitere viel versprechende

Kandidaten in der klinischen Prufung.
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Abb. 1.2 Chemische Struktur von Nedaplatin und Satraplatin
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Nedaplatin [cis-Diammin(glycolato-O,0")platin(ll)] (s. Abb. 1.2) weist eine
geringere Reaktivitat als Cisplatin auf, ist jedoch reaktiver als Carboplatin.
Nedaplatin soll ein etwas glnstigeres Toxizitatprofil als Cisplatin aufweisen,
scheint aber hinsichtlich Tumoransprechen und Uberlebenszeitrate keine
Vorteile zu bieten!®. In Japan wurde diese Verbindung fiir die Therapie
gynakologischer Tumoren zugelassen.

Ein Platinkomplex der besonderen Art ist Satraplatin [Bis-Acetato-
ammindichloro-cyclohexylaminplatin(1V)] (s. Abb. 1.2). Es handelt sich um
einen per oral applizierbaren Platin(IV)-Komplex. Das vierwertige Platin als
Zentralatom bewirkt, dass Satraplatin metabolisch besonders stabil ist.
Seine Aktivierung erfolgt intrazellular durch die Reduktion zu Platin(11)!®2L,
Trotz viel versprechender Studien konnte die Substanz bislang nicht

zugelassen werden.

Da Oxaliplatin als Vertreter der antitumoralen Platinkomplexe einen
Schwerpunkt dieser Arbeit bildet, werden im Folgenden Wirkungs-,
Reparatur- und Resistenzmechanismen sowie die Toxizitat und
Pharmakokinetik von Oxaliplatin im Detail erlautert. Auf entscheidende

Unterschiede zu den anderen Vertretern dieser Gruppe wird hingewiesen.

1.1.2 Pharmakodynamische Eigenschaften

Biotransformation

Fir die zytotoxische Wirkung ist die Platinierung der DNA von
entscheidender Bedeutung. Sowohl in vitro als auch in vivo konnten
verschiedenste Biotransfomationsprodukte identifiziert werden, die den
Schluss zulassen, dass zunachst eine spontane, nicht-enzymatische
Abspaltung des Oxalatrestes stattfindet. Dieser wird gemal3 einer SN,-
Reaktion durch zwei Chloroliganden ersetzt??2%, Der so entstandene
Dichlorokomplex wird in das Zellinnere aufgenommen und dort aktiviert.
Hierbei werden die beiden Chloroliganden aufgrund der intrazellular

geringeren Chloridkonzentration im Sinne einer Hydrolyse durch
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Aqualiganden ausgetauscht. Die Abb. 1.3 veranschaulicht den oben

beschriebenen Prozess.
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Abb. 1.3 Biotransformation von Oxaliplatin

Diese Aquakomplexe stellen die aktive Spezies dar und kénnen mit den in
der Zelle vorhandenen Nukleophilen, wie z.B. Nukleinsauren, schwefel-

haltigen Aminosauren, Peptiden und Proteinen, reagieren.

Platin-DNA-Addukt-Bildung

Bis heute konnte der Wirkungsmechanismus nicht vollstandig geklart
werden. Doch wie auch bei den anderen Vertretern dieser Wirkstoffgruppe,
Cis- und Carboplatin, stellt die Bildung von bifunktionalen Platin-DNA-
Addukten die Basis fur die zytotoxische Wirkung dar.

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebene Bioaktivierung ermoglicht die
Platinierung der DNA. Theoretisch stehen fur diese Reaktion mit der DNA
alle vier Basen zur Verflgung. Als Bindungspartner dienen aufgrund der
ausgepragten Nukleophilie vornehmlich der N(7) am Imidazolring des
Guanins (G) oder Adenins (A). Darlber hinaus sind Reaktionen mit dem N(1)
von Adenin und N(3) des Cytosins (C) beschrieben (s. Abb. 1.4). Hinsichtlich
der Bindungsstellen an der DNA unterscheiden sich die die therapeutisch

eingesetzten Platinkomplexe nicht?®:?7,
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Abb. 1.4 Bevorzugte Bindungsstellen der Platinkomplexe an der DNA

Die bifunktionelle Struktur der Aquakomplexe ermdoglicht nach einer
zunachst monofunktionellen Bindung die Reaktion mit einem weiteren
Nukleotid. Bifunktionelle Platin-DNA-Addukte lassen sich in zwei Formen
unterteilen. Befinden sich beide Nukleotide auf komplementaren DNA-
Strangen, so spricht man von Interstrand-crosslinks. Unter Intrastrand-
crosslinks versteht man Addukte, bei denen die jeweilig gebundenen
Nukleotide auf dem gleichen DNA-Strang lokalisiert sind. Die Mehrheit der
Vernetzung findet zwischen zwei benachbarten Guaninbasen (Pt-GG) auf
demselben Strang statt. Eine Vernetzung von Guanin und Adenin (Pt-AG)
findet in deutlich geringerem Ausmaf3 statt. Noch seltener bilden sich
Interstrand-crosslinks oder Intrastrand-crosslinks zwischen zwei Guaninbasen,
die durch ein oder mehrere Nukleotide (G-Pt-G) voneinander getrennt sind.
In ihrer Lokalisation unterscheiden sich diese Inter- und Intra-Strang-
vernetzungen nur wenig von denen des Cisplatins. In Abb. 1.5 sind die

moglichen Platin-DNA-Addukte noch einmal veranschaulicht dargestellt.
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Abb. 1.5 Schematische Darstellung der verschiedenen Platin-DNA-
Addukte

Als Folge der Platinierung kommt es zu einer Konformationsanderung der
DNA. Hierbei entwindet sich die DNA und knickt in Richtung der grof3en
Furche ab?®. Die Sessel-Konformation des DACH-Liganden fuhrt zu einem
starkeren Abknicken der DNA als es durch die Aminoliganden des Cisplatins
hervorgerufen wird?®223°  Die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
komplementaren Basen werden abgeschwacht und somit verringert sich die
thermische Stabilitdt der DNA. Strangbriche sind die Folge. Oxaliplatin
bildet zwar im Vergleich zu Cisplatin deutlich weniger Platin-DNA-Addukte,

doch diese induzieren mehr Strangbriiche3!:32,

HMG-Proteine und Transkiptionsfaktoren

An Platin-DNA-Addukte binden verschiedene zelluldare Proteine. Zu diesen so
genannten Damage-Recognition-Proteinen zéhlen die HMG-Proteine (High
Mobility Group-Proteine), wie HMG1, HMG2 oder Ixrl, und die Nicht-HMG-
Proteine, wie TBP, HistoneH1 oder p53. Diese Proteine binden an die DNA
und rufen dadurch ein Abknicken der DNA hervor oder sie binden an bereits
abgeknickte DNA. Es wird vermutet, dass die durch die Platin-DNA-Addukte
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hervorgerufene Beugung der DNA die Bindung der HMG-Proteine
begiinstigt®®. Dabei scheinen HMG-Proteine die Bindung an Platin-GG-
Intrastrand-crosslinks zu bevorzugen33.Wie HMG-Proteine die zytotoxische
Wirkung von Platinkomplexen verstarken, ist bislang nicht vollstéandig
geklart. Eine Moglichkeit ist, dass die Bindung der strukturspezifischen
HMG-Domain-Proteine an Platin-Addukte zur Inhibition des Nukleotid-
Excision-Reparatur-Mechanismus (s. Kap. 1.1.3) fuhrt, was eine Erhohung der
,Lebensdauer® von Platin-Addukten zur Folge haben kann34. Aber auch der
Funktionsverlust der HMG-Proteine aufgrund der Interaktion mit den Platin-
DNA-Addukten, kénnte einen Erklarungsansatz darstellen. Da HMG-Proteine
zum Teil auch Transkriptionsfaktoren sind, konnte es als Konsequenz zur
Inhibition der Transkription kommen. Dieser Sachverhalt wird auch als
Transcription Factor Hijacking bezeichnet?83%3¢,

Wie zuvor bereits erwahnt, bindet eine ganze Reihe von Proteinen an Platin-
DNA-Addukte. Viele dieser Proteine sind Transkriptionsfaktoren fur RNA-
Polymerasen. Platininduzierte Zytotoxizitat beruht vermutlich darauf, dass
Schaden auf der ribosomalen DNA (rDNA) schwerer zu reparieren sind als
auf anderen Abschnitten der DNA. Unter rDNA sind Abschnitte auf der DNA
im Zellkern oder in den Mitochondrien zu verstehen, die ribosomale RNA
(rRNA) kodieren und damit einen Baustein der Ribosomen darstellen.
Schaden auf diesen Abschnitten fuihren folglich zu einer starken Hemmung

der Transkription ribosomaler RNA3.

Zellzyklusarrest und Apoptose

Die Platinierung der DNA und die damit verbundenen strukturellen
Veranderungen fuhren in der Dbetroffenen Zelle zur Auslosung
verschiedenster Prozesse. So kommt es zur Inhibierung der Replikation und
Transkription, was zum Zellzyklus-Arrest bis hin zur Apoptose flhren
kann383%  Oxaliplatin scheint an der Inhibition von Survivin, einem
Apoptoseinhibitor, beteiligt zu sein. Diese Hypothese wird bestarkt durch die
Beobachtung, dass die Expression von Survivin und dem Zellzyklusprotein

cdc2 unter der Behandlung mit Oxaliplatin erniedrigt ist4°.
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1.1.3 Reparatur und Resistenz

Etwa jeder zweite maligne Tumor spricht a priori nicht auf eine
Chemotherapie an, d.h. er besitzt eine primare oder intrinsische Resistenz.
Von einer sekundaren bzw. erworbenen Resistenz spricht man, wenn ein
Tumor zunachst auf eine zytotoxische Therapie anspricht, jedoch im Verlauf
dieser Therapie seine Sensitivitat verliert. Eine Vielzahl von Mechanismen ist
an der Entstehung sowohl der priméren als auch der sekundaren Resistenz

beteiligt:

e \Verringerte Aufnahme und gesteigerter Efflux der Platinkomplexe in
die Zelle,
e |naktivierung der aktiven Verbindungen (z.B. durch die Reaktion mit

der Thiol-Gruppierung von Glutathion),
e Abfangen von DNA-Mono-Addukten durch Glutathion oder Metallo-

thioneine,

e (Gesteigerte Reparatur der DNA durch Nukleotid-Exzisionsreparatur
(NER),

e (Gesteigerte Toleranz gegenuber platinierter DNA durch ,Replikativen

Bypass“ und/oder durch ein defektes Mismatch-Repair-System 3241,

Akkumulation der Platinkomplexe in der Zelle

Ein Hauptmerkmal der Resistenz gegentber Platinkomplexen ist eine
erniedrigte Konzentration der Substanzen in den Zellen. In resistenten Zellen
wurden nach Cisplatinexposition 20 bis 70 % niedrigere Konzentrationen im
Vergleich zu sensitiven Zellen gefunden*®. Sowohl eine Verminderung des
Influx als auch eine gesteigerte Ausschleusung (Efflux) oder eine
Kombination aus beiden Phanomenen konnten hierbei die Ursache sein.
Lange Zeit wurde die passive Diffusion als Hauptaufnahmeweg fir Platin-
komplexe diskutiert. Ein Reihe von weiteren Mechanismen wie der Transport
durch Carrier, Kanale oder auch endozytotische Prozesse standen ebenfalls

zur Diskussion*344. Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass auch eine
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Reihe von Transportern, wie z.B. der organische Kationentransporter OCT1
oder Kupfertransporter beteiligt sind*>-°,

In-vitro- und In-vivo-Studien identifizierten dartber hinaus, dass eine erhohte
Expression von ATP7A und ATP7B, ebenfalls Kupfertransporter, im
Zusammenhang mit gesteigerter Resistenz gegentber Platinkomplexen
stehen®-2°, Die beiden Kupfertransporter unterscheiden sich in ihrer
Funktion. ATP7A scheint vor allem an der intrazellularen Sequestrierung von
Platinkomplexen beteiligt zu sein®>%°, wahrend ATP7B durch den Transport

in Vesikel und anschlieBender Ausschleusung den Platinefflux vermittelt®’.

Detoxifikation

Nicht nur die Akkumulation der Platinkomplexe kann verandert sein. Neben
der DNA sind auch Proteine und Aminosauren mit SH-Gruppen, wie das
Tripeptid Glutathion  (GSH) oder  Metallothioneine, bevorzugte
Bindungspartner. Die daraus resultierende Inaktivierung verhindert so die
Bindung der Platinkomplexe an die DNA und wird somit als weiterer
Resistenzmechanismus diskutiert. Grundlage hierfur ist die hohe Reaktivitat
der Platinkomplexe gegenutber nukleophilen Strukturen. Die Reaktion mit
GSH erfolgt direkt oder enzymatisch katalysiert, vermittelt durch Glutathion-
S-Transferase (GST). Der gebildete Platin-GSH-Komplex kann durch den
Transporter MRP2 aus der Zelle transportiert werden. Auch die Reaktion mit
Platin-DNA-Monoaddukten ist moglich. Letzteres wiederum verhindert die
Bildung von zytotoxischen Crosslinks. In vitro aber auch in vivo wurden
erhohte Konzentrationen von GSH sowie eine gesteigerte Expression von y-
Glutamylcystein-Synthetase (y-GCS), y-Glutamyltransferase (y-GT) und
verschiedener Glutathion-S-Transferasen in resistenten Zellen beobachtet*?.
Zahlreiche Untersuchungen hinsichtlich der zellularen Wirkstoffaufnahme,
des Wirkstoff-Efflux sowie der Inaktivierungs- und Aktivierungsmechanismen
konnten bisher keine ausreichende Erklarung der unterschiedlichen
Wirksamkeit zwischen Cisplatin und Oxaliplatin liefern. Der Grund fur die

Unterschiede wird daher vor allem in den unterschiedlichen Reparatur-
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mechanismen bzw. in der unterschiedlichen Toleranz gegentber den
gebildeten DNA-Addukten gesehen.

Nukleotid-Exsisionreparaturmechanismus

Zellen besitzen verschiedene Mechanismen, um Schaden an der DNA zur
reparieren. Der NER stellt den wichtigsten Prozess zur Reparatur von Platin-
DNA-Addukten dar®®. Hierbei handelt es sich um ein Reparatursystem der
Zelle, das in der Lage ist, Schaden an der DNA zu erkennen und diese durch
das Herausschneiden von Oligonukleotidstrangen mit einer Lange von 22
bis 32 Nukleotiden zu entfernen. Diese Licken werden anschlieBend durch
Neusynthese der DNA geflllt und die Enden durch Ligasen verbunden. Zwar
weisen cisplatinresistente Zellen eine gesteigerte Aktivitat dieses Systems
auf, doch unterscheidet sich das Ausmal3 der Reparatur von Oxaliplatin-
Addukten nicht von Cisplatin-Addukten. Dariber hinaus zeichnet den NER
ein breites Aktivitatsspektrum aus, was die Reparatur unterschiedlicher
DNA-Schaden ermdoglicht. Daher wird vermutet, dass NER zwar an der
Ausbildung von Resistenz gegenuber Platinverbindungen beteiligt ist, jedoch
aufgrund der geringen Substratspezifitat Cisplatin- und Oxaliplatin-DNA-

Addukte gleichermafen repariert?®:32:3541,

Replikativer Bypass und Mismatch-Repair (MMR)

Um die Unterschiede in der Effektivitat der Platin-DNA-Addukte zwischen
Oxaliplatin und Cisplatin zu erklaren, missen zwei weitere Mechanismen
genauer beleuchtet werden - der replikative Bypass und das Mismatch-
Repair-System (MMR).

Der replikative Bypass ist kein Reparaturmechanimus im eigentlichen Sinne.
Vielmehr ermoglicht er der Zelle auch bei Anwesenheit von DNA-Schéaden,
wie z.B. UV-Schaden, eine DNA-Replikation durchzuftihren. Die Replikation
erfolgt Uber die Lasion auf dem elterlichen Strang hinweg. Der neue DNA-
Strang weist keine Licken auf, da diese unter Einbau falscher Basen

aufgefullt werden. Das wiederum kann zwar zu einer erhohten Mutationsrate
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fuhren, stellt fur die Zelle jedoch eine Uberlebenschance dar, da ,Liicken® im
DNA-Strang oftmals letal wirken. Fir die Funktion der Enzyme des
replikativen Bypass scheinen die Aminliganden des Platinkomplexes von
Bedeutung zu sein. Beobachtungen haben gezeigt, dass cisplatinresistente
Zelllinien einen verstarkten replikativen Bypass aufwiesen, wohingegen Uber
durch Oxaliplatin gebildete Addukte, vermutlich aufgrund des sperrigen
DACH-Liganden, nicht oder nur im geringeren Ausmaf repliziert wurde®.
Das vermehrte Auftreten von Strangbrichen nach Oxaliplatinexposition

konnte damit erklart werden.

Das Mismatch-Repair-System, das paradoxerweise zur Zytotoxizitat von
Cisplatin beitragt, kommt nach DNA-Adduktbildung durch Oxaliplatin nicht
zum Tragen. Der MMR-Proteinkomplex kann aufgrund der sterischen
Hinderung durch den DACH-Liganden nicht an die Oxaliplatin-DNA-Addukte
binden3%%°, Allgemein schlieBt sich ein MMR direkt an die DNA-Synthese an.
Befinden sich auf dem elterlichen DNA-Strang, dem als Matrize verwendeten
codogenen Strang, Platin-DNA-Addukte, konnen diese bei der DNA-Synthese
durch den replikativen Bypass als falsche Basenpaarungen ,geschrieben®
werden. Diese Basenfehlpaarungen werden direkt nach der Synthese durch
MMR-Proteine erkannt und aus dem neu synthetisierten Strang
herausgeschnitten, wahrend der Fehler auf dem elterlichen Strang erhalten
bleibt. Auf diese Weise induzieren die Reparaturversuche neue DNA-Licken
und damit Strangbriiche, die schlieBlich zum Zelltod fuhren. Durch erneutes
,Uberreplizieren“ des sich auf dem elterlichen Strang befindlichen Platin-
DNA-Addukts und dem folgenden fehlerhaften VerschlieBen der ,Lutcke”
beginnt der Kreislauf von vorn. Dieser Vorgang der nutzlosen Reparatur ist
auch als das Teufelskreis-Modell nach Goldmacher et al. beschrieben3®. MMR-
defiziente Zellen zeigten eine unterschiedliche Sensitivitat gegeniber
Cisplatin und Oxaliplatin. Die selektive Erkennung der Platin-DNA-Addukte
scheint der Schlussel fur die Unterscheidung zwischen den zellularen

Antworten auf beide Substanzen zu sein®!.
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1.1.4 Pharmakokinetische Eigenschaften

Oxaliplatin wird intravends meist Uber zwei Stunden als Mono- oder
Kombinationstherapie (z.B. mit Fluorouracil/Folinat) appliziert. Nach der
intravendsen Applikation findet eine rasche und irreversible Bindung an
Plasmaproteine, aber auch an Erythrozyten statt. Ca. 33 bis 40 9% des in
einer zweistindigen Infusion verabreichten Oxaliplatins liegen irreversibel
gebunden an Erythrozyten vor, ca. 40 9% liegt gebunden an Plasmaproteinen
vor'®, Die Bindung an schwefelhaltige Verbindungen, wie Methionin und
Glutathion im Plasma sowie an Makromolekiile, wie Albumin, y-Globulin und
Hamoglobin erfolgt im Blut extrem schnell. Die so gebildeten Komplexe
gelten als inaktiv®?23, Oxaliplatin selbst l&sst sich bereits zwei Stunden nach
Infusionsende im ultrafiltrierbaren Plasma nicht mehr nachweisen. Die
schnelle und irreversible Bindung von Oxaliplatin an Makromolekile bzw.
dessen rasche Biotransformation machen die Analyse in biologischen
Matrizes sehr umstandlich und schwer zugéanglich. In den letzten Jahren
wurden daher nur sehr wenige Arbeiten veroffentlicht, die die Pharma-
kokinetik von Oxaliplatin nach einer zweistlindigen Infusion am Menschen
charakterisierten. In zwei Untersuchungen mit je 10 Patienten, die 85
mg/m? erhielten, wurde eine Halbwertszeit von 14 bis 19 min und eine sehr
hohe Clearance von bis zu 200 L/h ermittelt®. Pfeiffer et al. beobachteten
sogar nach Applikation von 130 mg/m2 als 30-minttige Infusion eine
erhohte Gesamtclearance flir Oxaliplatin, was sie einer sattigbaren renalen

tubuldren Riickabsorption zuschrieben®!.

Da Oxaliplatin selbst nur schwer zu erfassen ist, beziehen sich die meisten
erhobenen pharmakokinetischen Parameter auf das Gesamtplatin. Eine
Unterscheidung der Pharmakokinetik der pharmakologisch aktiven und
inaktiven Spezies ist somit unmoglich. Die Bindung an Erythrozyten und
Plasmaproteine bedeutet eine pharmakologische Inaktivierung der Substanz.
Darliber hinaus scheint einmal an Erythrozyten gebundenes Oxaliplatin nicht
mehr ins Plasma zu gelangen?®. Das so gebundene Platin steht daher fir die

antitumorale Wirkung nicht mehr zu Verfligung. Diese Hypothese wird durch
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die Untersuchungen von Peng et al. und Mandal et al. unterstrichen. Sie
beobachteten, dass eine zunehmende Bindung von Oxaliplatin an
Hamoglobin mit einer Zunahme des Risikos einer Tumorprogression

einhergeht®2:3,

Die hohe Reaktivitat bzw. die sehr rasche Bindung der verschiedenen
Blutbestandteile spiegeln sich in den pharmakokinetischen Parametern
wider. So betragt das Verteilungsvolumen (V) im Ultrafiltrat zwischen 250
bis 550 L%%°, Im Ultrafiltrat befindet sich die ungebundene Fraktion, welche
zugleich die antitumoral und toxisch wirksame Fraktion darstellt. Es ist
jedoch nicht zu vernachlassigen, dass auch im Ultrafiltrat an niedere
Molekile, wie Aminosauren, gebundenes und dadurch ultrafiltrierbares
inaktives Platin vorliegt. Sowohl im Plasma als auch im Vollblut belauft sich
das Verteilungsvolumen (V) auf ca. 50 — 100 L®4%670  Dariiber hinaus ist
die Gesamtclearance im Ultrafiltrat mit ca. 10 - 20 L/h zehnmal hdéher als
im Plasma (0,6 — 2 L/h)®4%271-73 Dje terminale Halbwertszeit von 200 h im
Plasma reflektiert mehr oder weniger den Abbau der platinbindenen
Proteine. Flur das in den Erythrozyten enthaltenen Platin wurde eine
Halbwertszeit von bis zu 50 Tagen beschrieben, was im Zusammenhang mit
der Lebenszeit der Erythrozyten steht®?.

Die platinhaltigen Biotransformationsprodukte werden zum Grof3teil real
eliminiert. So finden sich nach 72 h ca. 509% der Oxaliplatindosis
(130 mg/m?) vorwiegend als freies DACH oder gebunden an Glutathion
wieder’4. Nach 11 Tagen wurden 57 9% der Dosis renal eliminiert3. Im
Gegensatz dazu wurden im selben Zeitraum nur 5 9%, der Dosis in den Fazes
gefunden3®. Vereinzelte Publikationen beschreiben das Auftreten von
sekundaren Peaks bzw. Wiederanstiegen der Platinkonzentration vier bis
acht Stunden nach Ende der Infusion, was ein Hinweis auf einen mdoglichen
enterohepatischen Kreislauf sein kann. Bastian et al. konnten durch die
Integration eines solchen Prozesses in ihr populationspharmakokinetisches
Modell eine signifikante Verbesserung der Anpassung an die Daten

erreichen’>.
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Obwohl die Ausscheidung Uber die Nieren den Haupteliminationsweg
darstellt, scheint eine Dosisanpassung bei eingeschrankter Nierenfunktion
nicht erforderlich zu sein. Zwar wurde in verschiedenen Untersuchungen eine
deutliche  Korrelation zwischen der Kreatininclearance und der
Platinclearance im Ultrafiltrat beobachtet, ein Zusammenhang zwischen
einer renalen Dysfunktion und einer Zunahme oxaliplatinassoziierter
Toxizitat wurde jedoch nicht beobachtet®667.76,

Auch eine Dosisanpassung aufgrund einer hepatischen Dysfunktion scheint
nicht erforderlich zu sein, da Oxaliplatin vorwiegend nicht-enzymatisch
metabolisiert wird. Zwei Arbeiten unterstreichen diese Hypothese. Zwar
kamen sie zu unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich des Einflusses der
Einschrankung in der Leberfunktion auf die Platinclearance, doch konnte
auch hier keine oxaliplatinassoziierte Toxizitat beobachtet werden’”78,

In Abhangigkeit von der analytischen Methode, dem Beobachtungszeitraum
sowie der untersuchten Matrix lasst sich die Pharmakokinetik von Platin
nach der Applikation von Oxaliplatin mit einem Zwei- oder Drei-
Kompartiment-Modell mit linearer Eliminationskinetik beschreiben®?7579.80,
Die Pharmakokinetik von Platin nach Oxaliplatinapplikation wurde daruber

hinaus mit Hilfe von populationspharmakokinetischen Methoden untersucht.

1.1.5 Klinische Anwendung

Anwendungs- und Wirkungsspektrum

Wie in Kap. 1.1.1 bereits erwahnt, zeigte Oxaliplatin in verschiedenen
humanen und murinen Tumorzelllinien eine zytotoxische Wirkung. In der
klinischen Praxis wird es erfolgreich in der Therapie des fortgeschrittenen
kolorektalen Karzinoms eingesetzt. In der Kombination mit anderen
Chemotherapeutika zeigten sich synergistische bis supraadditive Effekte. So
konnten Ansprechraten von bis zu 50 9% fiur die Kombination mit Fluorouracil
und Calciumfolinat in der Firstline-Therapie erzielt werden®82, Dariiber
hinaus konnte die Remissionsrate von Patienten, die bereits unter

Standardtherapie eine Progression zeigten, durch die zusatzliche Gabe von
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Oxaliplatin verbessert werden®384 Neben diesen Erfolgen in der First- und
Secondline-Therapie wurde Oxaliplatin 2004 auch fir die adjuvante Therapie
des Kolonkarzinoms zugelassen. Die in der Praxis angewandten
Therapieschemata unterscheiden sich hinsichtlich applizierter Dosen, dem
Applikationsintervall und der Infusionsdauer. Auch werden auBer
Fluorouracil und Calciumfolinat weitere Substanzen, wie das per oral
applizierbare Capecitabin, Irinotecan, Gemcitabin, und monoklonale
Antikérper, wie Bevacizumab und Cetuximab, in Kombination mit Oxaliplatin
angewendet. Ein weiteres Augenmerk der Untersuchungen bezlglich der
Wirksamkeit von Oxaliplatin liegt in der Behandlung anderer Tumorentitaten,
wie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, des refraktaren Non-Hodgkin-

Lymphoms oder des anthrazyklinresistenten Mammakarzinoms.

Toxizitat

Oxaliplatin zeichnet sich neben dem veranderten Wirkungsprofil durch eine
bessere Vertraglichkeit im Vergleich zu Cisplatin aus. So treten unter
Oxaliplatintherapie keine Nephro- und Ototoxizitat auf. Das emetogene
Potential wird als moderat eingestuft®. Die in der Therapie mit Carboplatin
dosislimitierende Myelosupression tritt bei der Behandlung mit Oxaliplatin
vereinzelt in Form von moderater Neutropenie und Thrombozytopenie auf®®.
Die dosislimitierende Toxizitat von Oxaliplatin ist eine periphere sensorische

Neuropathie. Sie tritt in zwei Formen auf:

e eine akute, zumeist mild ausgepragte Neuropathie, die bei 85 - 95 9,
aller Patienten auftritt, sich wahrend oder innerhalb der ersten
Stunden nach der Infusion entwickelt und spatestens nach wenigen
Tagen vollstandig reversibel ist®” sowie

e eine sich graduell entwickelnde, von der kumulativen Dosis
abhangige Neuropathie, die bei ca. 10 — 15 9% der Patienten
zusatzlich zu den akuten neurotoxischen Effekten auftritt und sich

nach kumulativen Oxaliplatindosen von 780 — 850 mg/m? zeigt®’ 88,
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Die Symptome der akuten, aber reversiblen Form der Neuropathie auf3ern
sich als Dysasthesien (unangenehme bis schmerzhafte Empfindungen der
Haut, vor allem bei Beruhrungen; Taubheitsgefuihle) und Parasthesien
(Fehlempfindungen wie Kribbeln, ,Ameisenlaufen“ oder ,Pelzigsein®). Diese
Symptomatik kann durch Kalteexposition induziert bzw. verstarkt werden.
Die Symptome treten vor allem an Fingern, Handen, Zehen und Lippen auf.
Haufig sind auch die Unterarme und der Hals-Rachenbereich betroffen. In
ca. 1-29% der Falle kann es zu Kiefergelenkskontraktionen, vortber-
gehenden Laryngospasmen und Gefiihlen von akuter Atemnot kommen®/:88,
Die chronische, kumulative Form der Neurotoxizitat, die die dosis- und
therapielimitierende Form darstellt, auBBert sich in nicht-kdlteassoziierten
Missempfindungen, Sensibilitdtsverlust sowie sensorischer Ataxie mit
funktionellen Beeintrachtigungen. Meist kommt es auch zu
Beeintrachtigungen feinmotorischer Fahigkeiten, wie Schreiben und Knoépfe
schlieBen. Auch die Gehfahigkeit kann eingeschrankt sein®. Beide Formen
der Neurotoxizitat sind im Gegensatz zur Cisplatin-Toxizitat fast immer
reversibel. Drei bis finf Monate nach Absetzen der Therapie war bei 75 9,
der untersuchten Patienten mindestens eine deutliche Verbesserung der
Symptome feststellbars?%°,

Da sich die oxaliplatininduzierte Neuropathie im Wesentlichen in
sensorischen Symptomen auBBert und motorische Nerven offenbar nicht
betroffen sind, geht man von einer Schadigung der somatischen
sensorischen Nerven aus. Der genaue Mechanismus ist bislang nicht
vollstandig geklart. Die freigesetzten Oxalationen konnten als Chelatbildner
durch Komplexierung von zweiwertigen lonen zu einer Erniedrigung der
Calciumkonzentrationen in den Nervenzellen fuhren und damit zu einer
Uberregbarkeit der spannungsabhingigen Natriumkanale®!. Direkt vor und
nach der Oxaliplatinapplikation verabreichte Calciumgluconat- und
Magnesiumsulfat-Infusionen fihren zu einer deutlichen Reduktion der
Symptomatik??-2*. Bei der chronischen Neurotoxizitat wird von einer direkten
Schadigung der somatischen sensorischen Nerven ausgegangen. An einem

Rattenmodell konnte die Schrumpfung und der Zerfall der Nukleoli
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(Zellkorperchen) beobachtet werden, was eine Veranderung in der
sensorischen Leitungsgeschwindigkeit zur Folge haben kann®. Die durch
Oxaliplatin ausgeldste Schadigung der Myelinscheiden der Axone zieht
Unterbrechungen oder Verzogerungen der Signalleitung nach sich. Die
Beeinflussung der intrazelluldren Signaltransduktionswege durch Oxaliplatin

wird ebenfalls als Ursache diskutiert®®.

1.2 Neue tumorwirksame Metallkomplexe

Platinkomplexe sind essentieller Bestandteil einer modernen
antineoplatischen Kombinationschemotherapie einer Vielzahl von Tumoren.
Doch wie in Kap. 1.1.1 angedeutet, sind der Einsetzbarkeit von Platin-
komplexen aufgrund dosislimitierender Toxizitat und des Vorhandenseins
von primarer und sekundarer Resistenz Grenzen gesetzt.

Die Wirkungsweise der Platinkomplexe beruht vor allem auf deren kovalenter
Bindung mit der DNA. Wie in 1.1.3 beschrieben, existieren in der Zelle eine
Vielzahl von Mechanismen, die die Platinierung der DNA reparieren oder
ganz verhindern konnen und somit fur die Entstehung oder das
Vorhandensein von Resistenz verantwortlich sind. Daruber hinaus stellen
gesteigerte Detoxifikation und Efflux sowie ein verminderter Influx eine
besondere Herausforderung bei der Uberwindung der Resistenz dar.

Die systemische Toxizitat der Platinkomplexe sieht man vor allem in deren
fehlender Selektivitat begrtindet. Die Verbindungen gelangen nicht nur in die
Tumorzellen, sondern auch in Zellen gesunden Gewebes und reagieren dort
mit den vorhandenen nukleophilen Strukturen, wie der DNA und RNA.
Lediglich das unkontrollierte Wachstum der Tumorzellen ermoglicht eine,
wenn auch eher statistische, Spezifitdt dieser Verbindungen. Eine
verbesserte Selektivitat sowie die Uberwindung von Resistenz scheinen somit

an folgende Kriterien gebunden zu sein:

e Gezielte und gesteigerte Kumulation im Tumor
e Gezielte und gesteigerte Aufnahme und Freisetzung in der

Tumorzelle
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e Abwendung von der DNA als vorrangige Zielstruktur
e Kombination mit Resistenzmodulatoren

e Kombination mit neuen zielgerichteten Substanzen, z.B.

monoklonalen Antikdrpern

1.2.1 Uberblick

Die im Rahmen dieser Arbeit besprochenen neuen tumorwirksamen
Metallkomplexe stellen einen ersten Erfolg der Umsetzung der

Forschungsziele dar.

Galliumsalze und Galliumkomplexe

Die antitumoralen Eigenschaften von Galliumverbindungen wurden erstmals
1971 durch Hart et al. beschrieben®’. Doch schon seit Beginn der flinfziger
Jahre wurden die verschiedenen Radioisotope des Galliums (595758Ga)
aufgrund ihrer hohen Affinitat zum Knochengewebe flir die Diagnostik von
Knochentumoren im Rahmen bildgebender Verfahren angewendet. Dabei
stellte sich heraus, dass sich ®’Ga neben dem Knochengewebe auch in nicht-
ossalen Tumoren anreichert®®®°. Diese Entdeckung war der Beginn der
Anwendung von Gallium in der Szintigraphie von Lymphomen. Seit Beginn
der 80er Jahre ist ®’Ga-citrat-Imaging klinischer Standard fur die Erkennung
von Tumoren!®:10! Der groBe Erfolg von Cisplatin und die Eigenschaften der
Galliumradioisotope forcierten die Testung verschiedenster Salze und
Verbindungen der Elemente der Gruppe 13 auf eine moégliche antitumorale
Wirkung!®?, Schon Mitte der 70er Jahre wurde Galliumnitrat (Ga(NO3)3) im
Rahmen klinischer Studien Uberprift. Die intravends verabreichte
Verbindung schien viel versprechend fur die Behandlung von Lymphomen
und Blasenkrebs. 1991 wurde Galliumnitrat fur die Therapie der
tumorinduzierten Hypercalciamie zugelassen und zeigte sich in diesem
Bereich als duBerst effektivi®3194 Jedoch wurde sowohl in den praklinischen
als auch in den klinischen Untersuchungen mit zytotoxischen Dosen

kumulative Nephrotoxizitat als dosislimitierend beschrieben. Diese konnte
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durch ausreichende Hydratation und Mannitolgabe abgeschwacht werden.
Dartiber hinaus schien die Verlangerung der Infusionsdauer auf mehrere
Tage zunachst eine viel versprechende Option zu sein. Doch wurden auch
hier mehrere Félle von Blindheit und den Sehnerv betreffende Neuropathie
beschrieben!05-107,

Auch der Versuch, Galliumchlorid als per oral applizierbare Gallium-
verbindung zu etablieren, scheiterte. Nephrotoxische Effekte sowie eine hohe
interindividuelle Variabilitat der Galliumkonzentrationen im Plasma wurden
aufgrund einer unzureichenden intestinalen Absorption in verschiedenen

Studien beobachtet!98:109,
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Abb. 1.6 Chemische Struktur von Galliummaltolat und KP46

Bislang wurden Galliummaltolat [Tris(3-hydroxy-2-methxl|-4H-pyran-4-onato)
gallium(ll1)] und KP46 [Tris(8-chinolinolato)gallium(lll), FFC11] als per oral
applizierbare Galliumkomplexe in Phase |-Studien untersucht (s. Abb. 1.6).
Patienten mit refraktaren Prostatakarzinomen und multiplen Myeloma
wurden mit Galliummaltolat behandelt. Zudem wurden in einer Phase |-
Studie Patienten mit soliden Tumoren verschiedener Entitéaten mit KP46
behandelt!!O,
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Rutheniumkomplexe

Mit den Rutheniumkomplexen hielt die dritte Gruppe Einzug in die
Erforschung tumorwirksamer Metallkomplexe. Auch hier wurden in den
letzten Jahren, ausgelost durch die Entdeckung der zytotoxischen Wirkung
von Cisplatin, eine Reihe viel versprechender Verbindungen sowohl in vitro

als auch in vivo getestet (s. Abb. 1.7)!11-115,
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Abb. 1.7 Chemische Struktur von KP1019 (FFC14A) und NAMI-A

Mit NAMI-A (Imidazolium trans-[tetrachloro(DMSO)(imidazol)ruthenat(ll1)])
wurde 1999 erstmalig ein Rutheniumkomplex in einer Phase |-Studie zur
Therapie maligner Erkrankungen untersucht. 2003 startete fiir einen zweiten
Rutheniumkomplex, KP1019 (Indazolium trans[tetrachlorobis(1H-indazol)-
ruthenat(lll)], FFC14A) die erste Phase der klinischen Prifung!!®. Beide
Verbindungen zeichnen sich durch eine deutlich geringere Toxizitat im
Vergleich zu den Platinkomplexen aus. Wahrend NAMI-A vor allem
antimetastatisch wirksam zu sein scheint, wurde KP1019 flir die Therapie
solider Tumoren entwickelt!!”-118 |n In-vitro-Untersuchungen zeigte es eine
hohe Aktivitat gegentber Kolonkarzinoma. Dartber hinaus lieferten

praklinische Versuche mit weiteren Rutheniumverbindungen, wie z.B. mit
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Arenliganden, verschiedenen Derivaten von NAMI-A, interessante

Ergebnisse!!? 119-121

1.2.2 Pharmakodynamische Eigenschaften

Hinsichtlich ihrer Wirkungsmechanismen unterscheiden sich Ruthenium und
Galliumkomplexe deutlich. Doch auch innerhalb der Substanzklassen, vor
allem bei den Rutheniumkomplexen, bietet sich im Gegensatz zu den
Platinkomplexen ein sehr heterogenes Bild. Doch lassen sich durchaus auch
Gemeinsamkeiten finden, die zunachst erldutert werden sollen. AnschlieBend
erfolgt eine differenzierte Betrachtung der Wirkungsmechanismen mit
Schwerpunkt auf den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Verbindungen
KP46 und KP1019.

EPR-Effekt

Tumore bis zu einer GréBe von etwa einer Million Zellen (dies entspricht
einem Durchmesser von ca. 2 mm) bendtigen fur ihre Versorgung keine
eigenen BlutgefaBe. Fir ein intensives Wachstum ab dieser Gré3e ist aber
eine zunehmende Vaskularisierung flr den Tumor Uberlebenswichtig, da nur
uber die Ausbildung von Kapillaren eine ausreichende Versorgung mit
Nahrstoffen moglich ist. Die Tumorangiogenese wird durch die Ausschittung
verschiedenster Mediatoren induziert. Vor allem VEGF (vascular endothelial
growth factor), Stickstoffmonooxid und Bradykinin spielen hierbei eine
besondere Rolle. Die durch den Tumor gebildeten Blutgefal3e unterscheiden
sich jedoch in ihrer Anatomie deutlich von den unter physiologischen
Bedingungen gewachsenen. So weisen die GefaBBe in Tumoren deutliche
Licken in der Endothelschicht auf, was die Permeabilitat fur Makromolekule,
wie z.B. Serumalbumin (~ 67 kDa) und Transferrin (~ 90 kDa) begilnstigt.
Blutgefal3e gesunden Gewebes besitzen dagegen in der Regel eine
geschlossene Endothelschicht. Das passive Eindringen von makro-
molekularen Substanzen mit einem Molekulargewicht > 60 kDa, wie es im

Tumorgewebe zu finden ist, wird im gesunden Gewebe somit
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verhindert!??124, Kleinere Verbindungen gelangen zwar auch einfacher in das
Tumorgewebe, doch werden sie durch die Fenestrierung auch sehr einfach
wieder herausgespult. Makromoleklle dagegen kumulieren im Tumor, da
auch das Lymphgefal3 im Tumorgewebe nicht voll funktionsfahig ist. Dieses
Phanomen des erleichterten Eindringens und der Kumulation von
Makromolekulen ins Tumorgewebe wurde von Matsumura et al. als enhanced
permeability and retention (EPR)-Effekt beschrieben'?®. Sowohl KP46 als auch
KP1019 weisen eine hohe Affinitat zu Plasmaproteinen, wie Serumalbumin
und Transferrin, auf und werden somit unter Ausnutzung des EPR-Effekts
mit deutlich erhdhter Selektivitat im Vergleich zu Platinkomplexen im Tumor
angereichert. Diese Beobachtung wird durch eine geringe Toxizitat in
praklinischen und klinischen Untersuchungen mit KP46 und KP1019

unterstrichent26.127,

Eisentransport und Eisenimitation

Sowohl Ga3®" als auch Ru3* zeichnen sich durch eine ausgepragte
Eisenahnlichkeit aus. Neben der Ladung sind auch die Massen und
Elektronenkonfigurationen vergleichbar. Ru(lll) kann darlber hinaus (wie
Fe(lll) zu Fe(ll)) zu Ru(ll) reduziert werden. Die Eigenschaft, Eisen zu
imitieren, beglnstigt die im vorherigen Abschnitt beschriebene Affinitat zu
Transferrin (Tf) und die damit verbundene Kumulation im Tumorgewebe.
Doch auch die Aufnahme in die Zelle scheint vornehmlich
transferrinvermittelt stattzufinden. So konkurrieren sowohl der Ruthenium-
Transferrin-Komplex als auch der Gallium-Transferrin-Komplex mit dem
Eisen-Transferrin-Komplex um die Bindung an die Transferrin-Rezeptoren
(TfR) auf der Zelloberflache. Der Transferrin-Transferrin-Rezeptor-Komplex
(Tf-TfR) wird endozytotisch internalisiert. Da Tumoren aufgrund ihrer
massiven Proliferation einen erhohten Eisenbedarf aufweisen, sind auch die
Transferrin-Rezeptoren in den meisten Tumorzellen Uberexpremiert. Tacchini
et al. postulierten auBBerdem, dass auch die im Tumorgewebe mogliche
Hypoxie eine verstarkte Expremierung von Transferrin-Rezeptoren zur Folge

haben kann!?8. In In-vitro-Untersuchungen mit ®’Ga lassen vermuten, dass
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aufgrund gesteigerter Transferrin-Rezeptoren-Expression Gallium verstarkt in
die Zellen aufgenommen wird!?°. Da bis auf wenige Ausnahmen Transferrin-
Rezeptoren an gesundem Gewebe nicht in dem Ausmal3 zu finden sind wie
auf Tumorzellen, wird somit Uber die zellulare Aufnahme die Selektivitat der

Verbindungen erhoht!26:127,

Spezifische Effekte von KP46 - Tris(8-chinolinolato)gallium(lll)

Obwohl Galliumverbindungen sowohl in praklinischen als auch in klinischen
Untersuchungen antitumorale Wirkung zeigten, konnte der genaue
Mechanismus bislang nicht vollstandig geklart werden. Eine herausragende
Bedeutung fur die zytotoxischen Eigenschaften scheint die groBe Ahnlichkeit
von Ga3* und Fe3* zu haben. Beide weisen nicht nur die gleiche Ladung auf,
sondern sind auch hinsichtlich des lonenradius und der Elektronen-
konfiguration nahezu identisch. Zahlreiche Untersuchungen zeigten, das
Gallium im Blut rasch und vorzugsweise an das Eisen transportierende
Protein Transferrin (Tf) bindet und einen Gallium-Transferrin-Komplex bildet.
Durch die Transferrin-Rezeptor-vermittelte Endozytose gelangt Gallium
schlieBlich in die Zelle!3%-132. Ob auch andere Transporter bei der Aufnahme
von Gallium in die Zelle eine Rolle spielen oder gar ein Teil mittels passiver
Diffusion in die Zelle gelangt, ist bislang nicht bekannt. Intrazellular befinden
sich die Transferrin-Rezeptoren in Endosomen. Durch Protonenpumpen wird
die Aziditat innerhalb der Endosomen erhoht. Im Falle von Eisen erfolgt
aufgrund des erniedrigten pH-Wertes eine Freisetzung und Reduktion zu
Fe(ll), das schlieBlich aus den Endosomen entlassen wird. Der Transferrin-
Rezeptor rezyklisiert zur Zellmembran. Ob die Freisetzung von Gallium aus
den Endosomen ebenfalls auf diesem Weg erfolgt, ist noch offen. Jakupec et
al. beobachteten, dass mit zunehmender Aziditat die Stabilitat des Gallium-
Transferrin-Rezeptor-Komplexes gemindert wird!33. Im Zytosol liegt Eisen in
seiner Speicherform an Ferritin gebunden vor. Gallium scheint, wenn auch in

deutlich geringerem Mafe, ebenfalls an Ferritin zu binden!3413%,
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In Abb. 1.8 ist die Aufnahme in die Zelle sowie der Wirkungsmechanismus

schematisch veranschaulicht.

extrazellular intrazellular

Transferrin-
Rezeptor

~ dNDP

Ribonucleotid-

Zellmembran reduktase/

Zell-Zyklus-Arrest
Proapoptotisches Signal

LA,

Mitochondrium

Abb. 1.8  Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus von
Galliumverbindungen, modifiziert nach Jakupec et al.!3% BAX -
proapoptotisches Bcl-2-verwandtes Protein, Tf - Transferrin,
NDP - Ribonukleosid-Diphosphat, dNDP — Desoxyribonukleosid-

Diphosphat

Wie es nach der Freisetzung von Gallium in das Zytosol zum Zelltod kommt,
ist ebenfalls bislang nicht geklart. In-vitro-Untersuchungen lieferten
verschiedenste Ansatzpunkte. Intrazellular liegt Gallium vor allem gebunden

an Phosphat in den Lysosomen vor!36, Gallium bindet auch an die DNA, was



26 EINLEITUNG

aber nicht zur Apoptose zu fihren scheint, da vornehmlich eine Bindung an
den Phosphatgruppen und nicht an die Basen stattfindet. Chitambar et al.
zeigten, dass galliuminduzierter Eisenmangel zusammen mit dem direkten
Effekt intrazellularem Galliums auf die eisenabhdngige R2-Untereinheit der
Ribonukleotid-Reduktase eine Abnahme der Synthese von Desoxy-
ribonukleotiden und folglich der DNA bewirkt!37:138,

Ferner wurde in Juras und HT-29-Zelllinien eine Inhibition der membranaren
Tyrosinphospatase  beobachtet'#®,  Auch  die  Beeinflussung  der
Tubulinpolymerisation wurde diskutiert’4!. Neueste Untersuchungen gaben
Hinweise darauf, dass die galliuminduzierte Apoptose auf der Aktivierung
des proapototischen Bcl-2-verwandten Proteins (BAX) und der Freisetzung
von mitochondrialem Cytochrom C mit anschlieBender Caspase-3-

Aktivierung beruht!42,

Spezifische Effekte von KP1019 - Indazolium trans[tetrachlorobis(1H-indazol)-
ruthenat(l11)]

Wie einleitend beschrieben, sind gerade in der Gruppe der Ruthenium-
komplexe die Wirkungsmechanismen sehr heterogen. Im Folgenden soll der
Mechanismus der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Verbindung
KP1019 naher erlautert werden.

Auch rutheniumhaltige Arzneistoffe wie KP1019 zeichnen sich durch eine
deutlich verringerte Toxizitat aus. Wie in den vorangegangen Kapitel zum
EPR-Effekt, zum Eisentransport und zur Eisenimitation bereits beschreiben,
erfolgt die Aufnahme in die Zelle in Form von KP1019-Transferrin-
Komplexen durch die Transferrin-Rezeptor-gekoppelte Endozytose!#43144,
Vorzugsweise reagieren zwei Moleklle KP1019 mit den Eisenbindungsstellen
des Transferrin!44., Dies hat jedoch zur Folge, dass der Ruthenium-
Transferrin-Komplex tUberhaupt nicht in die Zelle aufgenommen wird, da es
zu einer ubermaBigen strukturellen Veranderung des Transferrins kommt,
was die Bindung an den extrazellularen Transferrin-Rezeptoren verhindert.

Fur die Aufnahme in die Zelle ist daher die gleichzeitige Anwesenheit von
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Eisen unabdingbar. Der KP1019-Eisen-Transferrin-Komplex wird nach
Bindung an die Transferrin-Rezeptoren endozytotisch internalisiert.
Intrazellular erfolgt die Freisetzung vermutlich aufgrund des niedrigeren pH-
Wertes in  den Endosomen und in Anwesenheit biologischer
Komplexbildner!#®. Im Allgemeinen fuhrt Hypoxie eher zum Versagen einer
Chemotherapie oder Radiotherapie, da die Proliferation gestoppt wird. Der
niedrige pH-Wert und Sauerstoffgehalt beglinstigen den so genannten
Activation-by-Reduction-Mechanismus und scheinen somit zur zytotoxischen

Wirkung der Ruthenium-verbindungen beizutragent?6:127,

Abb. 1.9 veranschaulicht den Wirkungsmechanismus von KP1019.
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Transferrin-
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Abb. 1.9  Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus von
KP1019 (KP1339), modifiziert nach Jakupec et al.!3;
Tf — Transferrin
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KP1019 kann Apoptose induzieren. Der Mechanismus hierflir konnte bislang
nicht vollstandig geklart werden. In verschiedenen Untersuchungen an
Nukleotiden und DNA wurde die Adduktbildung, wie sie auch von Platin-
komplexen bekannt ist, als wichtiger Schritt beschrieben. Diese Vermutung
konnte durch die Beobachtung gestitzt werden, dass Tumorzellen, welche
mit Inhibitoren der DNA-Reparatur behandelt wurden, eine gesteigerte
Sensitivitat gegentiber KP1339, dem Natriumsalz von KP1019, aufweisen!4®,
Dariiber hinaus konnte in Zellversuchen gezeigt werden, dass KP1019 zur
Depolaristion der Mitochondrienmembranen fuhrt, was ebenfalls Uber den

intrinsischen mitochondrialen Signalweg zur Apoptose fiihren kann!4’,

1.3 Populationspharmakokinetische/pharmakodynamische

Strategien der Therapieoptimierung in der Onkologie

Ziel jeder Arzneimitteltherapie und insbesondere der Tumortherapie ist die
effektive Behandlung bei moglichst geringen bzw. tolerablen unerwiinschten
Wirkungen.

Die Wirkung eines Arzneistoffs ist nicht allein durch die Dosis bestimmt.
Physiologische und demographische Faktoren wie Alter, Geschlecht,
Koérpermasse, Organfunktion, aber auch genetische Polymorphismen und
nicht zuletzt Faktoren wie Vorbehandlung oder Gesundheitszustand, haben
einen entscheidenden Einfluss. Zu diesen interindividuellen Unterschieden
konnen auch Veranderungen im Laufe der Therapie bei einem Patienten, wie
die Ausbildung von Resistenzen des Tumors oder Anderungen des
Gesundheitszustandes, einen Einfluss auf das Therapieergebnis haben.
Diese Veranderungen werden als intraindividuelle Unterschiede bezeichnet.
Die intra- und interindividuelle Variabilitat kann sich zum einen als
Variabilitat in den pharmakokinetischen Prozessen wie Resorption,
Verteilung, Metabolismus und Elimination, welche die Menge an Wirkstoff
am Wirkort bestimmen, widerspiegeln. Diese Variabilitat hat neben anderen
Faktoren letztlich einen Einfluss auf die Variabilitat der Pharmakodynamik

des Arzneistoffes, dessen Wirksamkeit und schlieBlich auf das
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Therapieergebnis. Das kann bedeuten, dass einige Patienten z.B. durch eine
zu niedrige Dosierung keinen Behandlungserfolg erfahren, einen
progredienten Krankheitsverlauf zeigen und somit unndtig mit dem
Arzneimittel belastet wurden, wahrend andere von massiven unerwinschten
Wirkungen betroffen sein konnen, die vielleicht den Therapieabbruch zur

Folge haben.

Das Verstandnis fur die Notwendigkeit der Dosisindividualisierung in der
Onkologie ist weit verbreitet. Sie ist fest verankert, auch wenn tber die Wahl
der Mittel kontroverse Meinungen herrschen. Die meisten Zytostatika werden
Uber die Korperoberflache (body surface area, BSA) dosiert. Die empirische
Beobachtung, dass die Korperoberflache mit physiologischen Parametern
wie OrgangrofBe und Organleistung korreliert, bildet die Grundlage fir diese
Strategie. Du Bois und Du Bois entwickelten zu Beginn des letzten
Jahrhunderts die noch heute bevorzugt verwendete Gleichung zur
Berechnung der Korperoberflache (siehe GIl. 3.35)!%8, Jedoch ist ein
Zusammenhang zwischen KOF und der Pharmakokinetik flr die meisten
Zytostatika nicht gegeben. Die hohe interindividuelle Variabilitat in Bezug
auf die antitumorale Wirkung und Toxizitat lasst sich durch diesen Ansatz
nicht verringern. Nicht zuletzt die fehlende oder nicht direkt messbare
Korrelation zwischen Dosis und Effekt machen eine effektbasierte
Dosisanpassung nahezu unmoglich. Ein  Zusammenhang zwischen
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik ermoglicht jedoch die Dosis-

individualisierung, basierend auf pharmakokinetischen Zielgré3en.

1.3.1 Pharmakokinetische Dosisindividualisierung

Verschiedene klinische Studien zeigten, dass sich pharmakokinetische
Parameter (z.B. C.ax, AUC, Clearance) als ZielgroBen eignen und deren
Einsatz sogar zu einer Verringerung der pharmakodynamischen Variabilitat
fihren kann. Da bei der antineoplastischen Chemotherapie zahlreiche
Faktoren, wie z.B. Resistenzmechanismen, Tumorzellheterogenitat, Tumor-

vaskularisation oder das Ausmal3 der intrazellularen Arzneistoff-Aufnahme,
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die Zusammenhange zwischen pharmakokinetischen Parametern und der
Antitumorwirkung beeinflussen konnen, lie3 sich bisher nur fur wenige
ausgewahlte Zytostatika bei bestimmten Tumorentitaten ein Zusammenhang
feststellen. Zwischen pharmakokinetischen Parametern und der Toxizitat
sind fur viele Zytostatika Korrelationen beschrieben.

Jedoch ist in der onkologischen Praxis eine Dosisindividualisierung,
basierend auf pharmakokinetischen Parametern, kaum etabliert. Bislang
wird Carboplatin als einziger Arzneistoff und Vertreter antitumoraler
Metallkomplexe in der klinischen Routine nicht mehr konventionell Uber die
Kérperoberflache dosiert. Fur Carboplatin konnte ein Zusammenhang
zwischen der Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (area under the
curve, AUC) und pharmakodynamischen Effekten, wie der Myelosupression
(insbesondere der Thrombozytopenie), und der Wirksamkeit festgestellt
werden. Daruber hinaus wurde eine Korrelation zwischen der Nierenfunktion
und der AUC beschrieben. Das Risiko fiir das Auftreten einer
Thrombozytopenie wird durch eine Vorbehandlung mit myolosupressiven
Zytostatika und Carboplatin in Kombination mit anderen Zytostatika erhoht.
Calvert et al. entwickelten basierend auf diesen Erkenntnissen eine Gleichung
zur Berechnung der individuellen Carboplatindosis (D), die sich aus der Ziel-

AUC und der individuellen glomeruléren Filtrationsrate ergibt!4%:150,

Gl. 1.1
D[mg] = Ziel - AUC[mg - min/ mL]- (GFR[mL /min]+ 25)

Durch die Anwendung dieses Zusammenhangs bei der
Dosisindividualisierung von Carboplatin kénnen hohe Dosen flir einen
maximalen antitumoralen Effekt bei vertretbarer Hamatotoxizitat ermaoglicht

werden.

1.3.2 Pharmakodynamische Dosisindividualisierung

Bei der pharmakokinetischen Dosisindividualisierung wird auf pharmako-

kinetische Parameter als Surrogatparameter zurickgegriffen. Wahrend fir
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andere Erkrankungen leicht messbare pharmakodynamische GréBen, wie
der Blutdruck oder die Blutglucosekonzentration, existieren, stehen diese im

Bereich der Onkologie nicht zur Verfligung!®°.

Flr die Therapie mit Platinkomplexen wére die Messung der Platin-DNA-
Addukte am Wirkort, das heiBt im Tumorgewebe, flr die Therapie-
optimierung wiunschenswert. Doch ist der Tumor flr wiederholte Messungen
nur schwer zuganglich und dadurch eine Umsetzung dieses Vorgehens nur
wenig praxistauglich. Im Rahmen von Autopsiestudien konnte jedoch
festgestellt werden, dass sich das Ausmaf3 der Platin-DNA-Addukt-Bildung
im Tumorgewebe und im Knochenmark kaum unterscheidet!®'1®2, Das
Knochenmark ist der Bildungsort der Leukozyten. Diese sind in der
klinischen Routine auch fur wiederholte Messungen als Surrogatzellen leicht
zuganglich. Dabei ist eine Trennung nach Art der Leukozyten in Monozyten,
Granulozyten und Lymphozyten nicht notwendig, da die beobachteten Platin-
Nukleotid-Verhaltnisse vom relativen Anteil der einzelnen Zellfraktionen

unabhangig sind!®3,

Fur die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen DNA-Platinierung und
dem Therapieansprechen wurden verschiedene KenngroéB3en, wie z.B. die
maximale Adduktkonzentration oder die Flache unter der Adduktkurve (AUA)
herangezogen. Fur Cisplatin konnte gezeigt werden, das Responder eine
deutlich hohere Platinierung aufwiesen, als Non-Responder!®-157. Jedoch
finden sich auch Untersuchungen, die keinen oder sogar entgegen gesetzten
Zusammenhang zwischen der DNA-Platinierung und dem Ansprechen

zeigten!58-160,

Flr Oxaliplatin existieren bisher drei Arbeiten, die die Platin-DNA-Addukte
untersuchten. Wahrend von Allain et al. und Liuetal. anhand von relative
kleinen Studienpopulationen lediglich vorlaufige Ergebnisse zur DNA-
Platinierung nach Applikation von Oxaliplatin berichtet wurden, untersuchten

Pieck et al. auch den Zusammenhang zwischen DNA-Platinierung Tumor-
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ansprechen. So konnten sie fur Responder signifikant hohere AUA-Werte

beobachten als fiir Non-Responder’1:161.162,

Sowohl Schellens et al. fir Cisplatin als auch Pieck et al. fur Oxaliplatin
ermittelten die individuellen AUA-Werte mit Hilfe der Trapezregel. Zwar
untersuchten die Autoren den Zusammenhang zwischen Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik, weiterflihrende Auswertungen mit den Methoden
des PK/PD-Modelling zur Ermittlung der AUA fanden bisher nicht statt!%6:162,
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2 Zielsetzung

2.1 Quantifizierung und Pharmakokinetik neuer tumorwirksamer

Metallkomplexe

KP1019 und KP46 zeigten sich in praklinischen Untersuchungen als viel
versprechende Kandidaten fur die antitumorale Therapie. Neben einem
glnstigen  Toxizitatsprofil beruht ihre zytotoxische Wirkung nicht
ausschlieBlich auf der Interaktion mit der DNA. Die Bindung an Transferrin
erhoht nicht nur die selektive Anreicherung im Tumorgewebe unter
Ausnutzung des EPR-Effekts, sondern ermdéglicht eine gezielte Aufnahme in
die Tumorzelle, &hnlich einem Trojanischen Pferd. Nach erfolgreich
durchlaufenen préklinischen Prifungen wurden KP46 und KP1019 erstmals
am Menschen in einer Phase |-Studie der klinischen Priufung getestet.
Phase |-Prufungen haben das Ziel, die Sicherheit des Wirkstoffs zu prifen
und die fur den Menschen maximal tolerierbare Dosis zu bestimmen. Somit
steht in diesen Studien keine therapeutische Zielsetzung primar im
Vordergrund. Vielmehr liegt das Hauptaugenmerk auf der Charakterisierung
der pharmakokinetischen Eigenschaften und der Evaluation der Toxizitat.
Ziel dieser Arbeit ist es, die pharmakokinetischen Eigenschaften von KP46

und KP1019 am Menschen erstmals zu charakterisieren und zu diskutieren.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden folgende Teilschritte festgelegt:

e Entwicklung und Validierung von GF-AAS-Methoden zur Bestimmung
von Gallium in Plasma, Vollblut und Urin
e Entwicklung und Validierung von GF-AAS-Methoden zur Bestimmung

von Ruthenium in Plasma und Urin

e Abschatzung der pharmakokinetischen Parameter von Gallium in

Plasma, Vollblut und Urin von mit KP46 behandelten Tumorpatienten

e Abschatzung der pharmakokinetischen Parameter von Ruthenium in

Plasma und Urin von mit KP1019 behandelten Tumorpatienten
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2.2 Populations-PK/PD-Modell zur Beschreibung der Pharmako-
kinetik von Platin im Ultrafiltrat und zur Platin-DNA-Addukt-
Bildung in Leukozyten

Oxaliplatin wird wie viele Zytostatika auf die Koérperoberflache bezogen
dosiert. Doch konnte bislang fur Oxaliplatin kein Zusammenhang zwischen
einer Variabilitéat in der Organleistung, welcher durch die Normierung der
Dosis auf die Korperoberflache Rechnung getragen werden soll, und der
Variabilitat der Platinkonzentrationen im Ultrafiltrat und schlieBlich der
antitumoralen Wirkung gezeigt werden. Die ungebundene Fraktion im
Plasma wird als die aktive Spezies verstanden. Wie auch bei den anderen
Platinkomplexen wird dartber hinaus die Bildung von Platin-DNA-Addukten
als Basis fur die Wirkung von Oxaliplatin verstanden. Wie fur Cisplatin
scheint auch fir Oxaliplatin das Ausmal3 der Platin-DNA-Addukt-Bildung ein
moglicher Indikator fiir das Tumoransprechen zu sein’!1%4-156  Zie| dieser
Arbeit war es daher, ein Populations-PK/PD-Modell zur Beschreibung der
Platin-DNA-Addukt-Bildung in den Leukozyten unter Berlcksichtigung der
Platinkonzentration im Ultrafiltrat zu entwickeln. Basierend auf dem
entwickelten Modell sollte der zeitliche Verlauf der Platin-DNA-Addukt-
Bildung beschrieben und auf einen moglichen Zusammenhang mit dem

Tumoransprechen untersucht werden.

Dieses Ziel sollte durch folgendes Vorgehen erreicht werden:

e Entwicklung eines Populations-PK/PD Modells zur Beschreibung des
typischen Platin-Konzentrations- bzw. Addukt-Zeit-Verlaufs im
Ultrafiltrat bzw. in den Leukozyten und der pharmako-
kinetischen/pharmakodynamischen Variabilitat

e Untersuchung des Einflusses von patienten- und studienspezifischen
Charakteristika  (Kovariaten) auf die Pharmakokinetik und

Pharmakodynamik von Oxaliplatin

e Evaluierung des entwickelten Populations-PK/PD-Modells mit Hilfe

interner Evaluationsmethoden
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e Untersuchungen zur Korrelation zwischen Pharmakodynamik und

Tumoransprechen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Ruthenium AAS-Standard 1000 mg/L

Wassrige Losung, ,,RuCls“ Specpure®

Lot.-No.: 07609085

Gallium AAS-Standard 1000 mg/L
Specpure®
Lot.-No.: 17328065

KP1339
Natrium trans[tetrachlorobis-
(1H-indazolo)]ruthenat(lll)
Lot.-No.: CC-33

KP46
Tris (8-chinolinolato) gallium(lll)
Lot.-No.: CC-321.0-5

Palladium-Matrix-Modifier
(10.0 g/L PA(NO3), in 15 9 HNO3)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Salpetersaure ,,Suprapur” 65 9% (V/V)

Triton® X-100

Methanol (analytical grade)

MATERIAL UND METHODEN

Alfa Aesar, Johnson Matthey
GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Alfa Aesar, Johnson Matthey
GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Institut fir Pharmazeutische
Technologie, Universitat
Heidelberg, Heidelberg,
Deutschland

Chemcon GmbH, Freiburg,
Deutschland

Merck, KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Organics, Geel, Belgien

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

J.T. Baker, Deventer,
Niederlande
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Purelab Plus® Wasser USF Reinstwassersysteme
Ransbach-Baumbach,
Deutschland

Argon 4.6 Air Product, Hattingen,
Deutschland

Leerplasma Infusionsmedizin Venusberg,
Universitatsklinikum Bonn,
Bonn, Deutschland

3.1.2 Hergestellte Puffer und Lésungen

KP1339-Stammlésung(l mg Ruthenium/mL)
KP1339 47,0 mg
Methanol 50 % (V/V) 9,46 mL

KP46-Stammlosung (1 mg Gallium/mL)
KP46 76,30 mg
DMSO 2,0 mL
Verdinnte Salpetersaure 1 % (V/V) 8,594 mg

Verdinnte Salpetersaure 1 9% (V/V)
Salpetersaure ,,Suprapur” 65 % (V/V) 15,4 mL
Purelab Plus® Wasser 984,6 mL

Verdinnte Salpetersaure 6,5 % (V/V)
Salpetersaure ,Suprapur“ 65 % (V/V) 100 mL
Purelab Plus® Wasser 900 mL

Triton-X Lésung 1 % (V/V)
Triton X-100 2,5 mL
Purelab Plus® Wasser 247.,5 mL

Methanol 50 % (V/V)
Methanol 50 mL
Purelab Plus® Wasser 5,0 mL
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Pd-Modifier-Losung
Palladium-Matrix-Modifier

Salpetersaure ,,Suprapur” 65 % (V/V)

Purelab Plus® Wasser

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

PP-Reaktionsgefal3e (0,5, 1,5, 2,0 mL)

Cellstar® ReaktionsgefaBe (15 mL)

Pipettenspitzen, diverse

Graphitréhrchen, pyrolytisch beschichtet

PE-Probengefal3e, konisch (2 mL)

Ruthenium-Hohlkathodenlampe

Gallium-Hohlkathodenlampe

3.1.4 Gerate

Analysenwaage Kern 770

Analysenwaage Mettler Toledo Classic
AB135-S

MATERIAL UND METHODEN

1,0 mL
1,0 mL
8,0 mL

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen, Deutschland

Varian, Darmstadt,
Deutschland

Varian, Darmstadt,
Deutschland

Varian, Darmstadt,
Deutschland

Varian, Darmstadt,
Deutschland

Gottlieb Kern & Sohn,
Albstadt, Deutschland

Mettler Toledo GmbH,
GieRBen, Deutschland
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Atomabsorptionsspektrometer

Spektrometer SpectrAA® Zeeman 220
Graphitrohratomisator GTA 100

Autosampler PSD 100

Dell Computer: Software SpectrAA®

220, Version 5.10

Einkanal-Pipetten (VoluMate®-Pipetten)
(0,5-10 pl, 10-100 pL, 100-1000 uL)

Einkanal-Pipetten (Transferpette®)
(0,5-10 pl, 10-100 pL, 100-1000 L)

Heto Vakuumzentrifuge

Laminar-Air-Flow-Werkbank

Membranvakuumpumpe

Probenmixer

Reinstwasseranlage Purelab® Plus

Ultraschallbad Sonorex Super RK 103H

Wasserbad Bilchi 461

Wasserbad MGW Lauda RM 6

Zentrifuge Microfuge® Lite

Varian, Darmstadt,
Deutschland

Mettler-Toledo GmbH & Co,
GieRBen, Deutschland

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Jouan Nordic, Allergd,
Danemark

Heraeus, Hanau, Deutschland

Vacuumbrand GmbH & Co.
KG, Wertheim, Deutschland

Gesellschaft fir Laborbedarf,
Wirzburg, Deutschland

USF, Ransbach-Baumbach,
Deutschland

Bandelin electronic, Berlin,
Deutschland

Bichi, Schweiz

Werk Lauda, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Beckman Instruments,
California, USA

39
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3.1.5 Software

Die pharmakokinetische Datenanalyse wurde mit Hilfe von WinNonlin®
Professional Version 4.0 (Pharsight Corporation, Version 5.0.1, 2005), die
populationspharmakokinetische/pharmakodynamische Datenanalyse wurde
mit NONMEM® (lcon Development Solutions, Version VI, 2008)
durchgefiihrt. R® (The R Foundation for Statistical Computing, Version 2.7.2,
2008) '83 in Verbindung mit Xpose® (Niclas Jonsson and Mats Karlsson,
Version 4.0.3, 2008) ¢4 wurde fir die graphische Auswertung herangezogen.
Simulationen wurden mit NONMEM® VI durchgefihrt. Graphiken wurden mit
GraphPad Prism® (Graphpad Software Inc., Version 4.02, 2004), Origin®
(OriginLab Corporation, Version 7G SR2, 2002) und R® erzeugt. Der
NONMEM®-Datensatz wurde mittels Microsoft Excel® (Microsoft Corporation,
Version 2002 SP3, 2002) erstellt. Alle abgeleiteten Kovariaten wurden mit
NONMEM® oder Excel® berechnet. Die statistischen Berechnungen erfolgten

mit Excel® oder R®.

3.2 Validierung analytischer Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden wurden anhand der
Anforderungen der Food and Drug Administration (FDA) und mit Hilfe der
Software MVA® (Novia GmbH, Version 2.0, 2001) validiert!®®. Folgende

Kriterien wurden dabei untersucht:
o Selektivitat
e Linearitat
e Messbereich und Bestimmungsgrenze
e Wiederfindung
e Richtigkeit und Préazision

o Stabilitat
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3.2.1 Selektivitat

Die Selektivitat der Methode wurde durch Vergleich von Spektrogrammen
der aufgearbeiteten Leermatrizes mit Spektrogrammen der Kalibratoren der
jeweils niedrigsten Konzentration ermittelt. Es wurden stets gepoolte

Leermatrizes verwendet.

3.2.2 Messbereich und Bestimmungsgrenze

Die zu bestimmenden Konzentrationen umfassten insgesamt einen Bereich
von 1 — 1000 pg/L fir Gallium und 3 — 24000 pg/L fur Ruthenium. Da
innerhalb derartiger Konzentrationsunterschiede keine proportionalen
Beziehungen zwischen Absorption und Konzentration zu erwarten sind,
wurde fur jede Matrix der Messbereich in mindestens zwei Konzentrations-

bereiche unterteilt und diese getrennt untersucht.

Als unterste Bestimmungsgrenze, auch lower limit of quantification (LLOQ),

wurde die Konzentration ermittelt, die folgende Kriterien erflllte:

e Die Konzentration sollte mit einem relativen Fehler (RE, Gl. 3.2) von
héchstens 20 %
e Und einer relativen Standardabweichung (RSD, Gl. 3.3) von héchstens

20 9% bestimmt werden kdnnen.

Hierfir wurden je Matrix Proben hergestellt, die der Konzentration des
unteren Kalibrators entsprachen, und sechsmal unabhangig voneinander
vermessen. Prazision und Richtigkeit wurden entsprechend den oben

genannten Anforderungen gepruft.

3.2.3 Linearitat

Die Linearitat wurde anhand von mindestens sechs unabhangig voneinander
erstellten Kalibriergeraden der jeweiligen Matrix untersucht. Der Zusammen-

hang zwischen Absorption und der entsprechenden Konzentration sollte
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mittels linearer Regression beschrieben werden. Gemal3 den Forderungen

der FDA mussten dafur folgende Kriterien erfullt werden:

e Der Korrelationskoeffizient der Regressionsgerade sollte = 0,99 sein.

e Die erhaltenen Absorptionen wurden in die korrespondierenden
Konzentrationen umgerechnet. Dabei sollten die Konzentrationen
nicht mehr als 15 9% von ihren Nominalwerten abweichen. Im Bereich
der Bestimmungsgrenze wurden bis zu 20 9% Abweichung akzeptiert.
Vier von insgesamt sechs Kalibratoren sollten diese Kriterien erflllen;
dazu sollten in jedem Fall die Kalibratoren mit der niedrigsten und der

hochsten Konzentration gehoren.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Einbeziehung eines Wichtungsfaktors
(1/x und 1/x%) zu einer verbesserten Anpassung fluhrt. Homoskedastizitat,
das heilBt Varianzenhomogenitat der Messwerte, ist in groBBeren
Kalibrierbereichen (Coperer Kalibrator/ Cunterer Kalibrator > Faktor 10) meist nicht
gegeben. In diesem Fall empfiehlt sich die Verwendung von Wichtungs-
faktoren, um eine zu starke Beeinflussung der Regression, bedingt durch

groBere absolute Abweichungen hoherer Messwerte, zu vermeiden.

3.2.4 Wiederfindung

Die Wiederfindung beschreibt das Verhaltnis zwischen der Absorption (A)
einer Probe, hergestellt in aufgearbeiteter Matrix, und der Absorption einer
wassrigen, aber analog aufgearbeiteten Probe gleicher Konzentration. Fir
die Ermittlung der Wiederfindung wurden je Matrix drei Proben
unterschiedlicher Konzentration hergestellt und vermessen. AuBerdem
wurden Proben in 1 9%iger HNO3 oder wassriger Losung hergestellt, die den
oben genannten Proben in der Konzentration entsprachen. Die

Wiederfindungsrate wurde nach Gl. 3.1 berechnet:

] _ AMatrix,aufgearbeitet . 100

Wiederfindungsrate [% Gl. 3.1

Wasser,aufgearbeitet
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3.2.5 Richtigkeit und Préazision

Die Richtigkeit einer analytischen Methode beschreibt die Ubereinstimmung
einer gemessenen Konzentration (Cgem) mit der nominalen Konzentration
(Chom)- Als MaB fur die Richtigkeit wurde der relative Fehler (relative error,

RE) erhoben:

(Cem — Coom)
RE [%]= —"—""-.100 Gl. 3.2
Cnom
RE Relativer Fehler
Cgem gemessene Konzentration
Chom Nominalkonzentration

Der relative Fehler sollte £ 15 9%, im Bereich des LLOQ + 20 9% nicht

ubersteigen.

Die Prazision einer analytischen Methode beschreibt die Streuung der
Messergebnisse bei wiederholter Bestimmung einer Probe und gibt somit
Hinweise auf den =zufalligen Fehler. Die Prazision wurde als relative

Standardabweichung (relative standard deviation, RSD) wie folgt berechnet:

Gl. 3.3

X Mittelwert aus n Einzelmessungen

RSD relative Standardabweichung, Variationskoeffizient
Xi Einzelmesswert

n Anzahl der Einzelmessungen

Die relative Standardabweichung sollte 15 % nicht Ubersteigen, im Bereich

des LLOQ wurden bis zu 20 % akzeptiert.

Im Rahmen der Validierung wurden die Within-day-Prazision und Richtigkeit,
die Between-day-Prazision und Richtigkeit und die Injektionsprazision wie

folgt bestimmt:



44 MATERIAL UND METHODEN

Within-day-Richtigkeit und Prazision

Flr die Bestimmung der Richtigkeit und Prazision der Methode wurden
innerhalb einer Messreihe pro Matrix jeweils sechs Qualitatskontrollproben
(quality controls, QC-Proben) drei verschiedener Konzentrationen unabhéangig
voneinander aufgearbeitet und vermessen. AnschlieBend wurden Richtigkeit
(RE) und Préazision (RSD) ermittelt.

Between-day-Richtigkeit und Prazision

Um die Prazision und Richtigkeit Uber einen langeren Zeitraum zu
charakterisieren und damit zufallige Fehler, die z.B. durch den Faktor Zeit,
verschiedene Bearbeiter und/oder Reagenzien auftreten koénnen,
abzuschatzen, wurde die so genannte Between-day-Richtigkeit und Prazision
untersucht.

Es wurden jeweils an sechs Tagen pro Matrix QC-Proben mit drei
verschiedenen Konzentrationen unabhangig voneinander aufgearbeitet und
vermessen. AnschlieBend wurden Richtigkeit (RE) und Prazision (RSD)

ermittelt.

Injektionsprazision

Die Injektionsprazision, auch Wiederholprazision genannt, charakterisiert die
Prazision des analytischen Systems. Dazu wurden stabile Proben zehnmal
hintereinander unter denselben Operationsbedingungen innerhalb eines

kurzen Zeitraums analysiert.

3.2.6 Stabilitat

Von der Blutentnahme bis zur Konzentrationsbestimmung durchlauft die
Patientenprobe verschiedene Temperaturen. So erfolgte die Lagerung der
Proben bei -80°C, wohingegen die Analyse bei Raumtemperatur

durchgefuhrt wurde.
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Um die Stabilitat unter den verschiedenen Bedingungen abzuschatzen,

wurden folgende Experimente durchgefuhrt:

e FEinfrier-/Auftaustabilitat

o Stabilitat der unaufgearbeiteten Probe bei Raumtemperatur

e Stabilitat der aufgearbeiteten Probe bei Raumtemperatur
(Autosampler-Stabilitat).

3.2.7 Qualitatssicherung wahrend der Messung

Die Qualitatssicherung wahrend der Messung erfolgte mit Hilfe von QC-
Proben. Pro Analysenlauf mussten insgesamt 10 9% aller vermessenen
Proben, aber mindestens sechs, QC-Proben sein. Fur jeden
Konzentrationsbereich und jede Matrix wurden QC-Proben mindestens drei
verschiedener Konzentrationen durch Aufstocken von Vollblut, Urin bzw.
Plasma mit dem entsprechenden Analyten hergestellt. Diese Mischungen
wurden direkt vor der Messung in Analogie zu den jeweiligen Patienten-

proben aufgearbeitet.

Ein Analysenlauf wurde akzeptiert und zur Auswertung herangezogen, wenn

folgende Kriterien erfillt waren:

e Die relativen Fehler sollten 15 % (20 % im Bereich des LLOQ) nicht
tberschreiten.

e 67 9% aller QC-Proben sollten diese Bedingung erflillen; bei 33 %
waren auch gréBBere Abweichungen erlaubt. Allerdings sollte dies nicht

mehr als 50 9% der Replikate einer Konzentration betreffen.

FlUr die Kalibratoren wurden wahrend des gesamten Messzeitraums die

gleichen Qualitatskriterien angesetzt wie wahrend der Validierung.

Samtliche Kalibratoren, Qualitéatskontrollproben und Patientenproben
wurden im PROMT-(precision optimized measurement time)-Modus vermessen,
d.h. sie wurden mindestens zweimal injiziert. Uberschritt die Abweichung

der beiden Signale 5 %, so wurde die Probe ein drittes Mal und notigenfalls
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ein viertes Mal vermessen. Konnte nach der vierten Injektion eine relative
Standardabweichung (RSD) von 15 %, bzw. von 20 % an der Bestimmungs-
grenze, nicht unterschritten werden, wurde die entsprechende Probe in einer

weiteren Messreihe erneut aufgearbeitet und analysiert.

3.3 Pharmakokinetische Datenanalyse

3.3.1 Nicht-kompartimentelle Datenanalyse

Die nicht-kompartimentelle Datenanalyse beschreibt die pharmakokinetischen
Eigenschaften eines Arzneistoffes ohne die Annahme von Kompartimenten.
Fir die Durchfuhrbarkeit dieser Methode ist jedoch eine lineare
Pharmakokinetik der Substanz Grundvoraussetzung!'®®. Die pharma-
kokinetischen Parameter werden direkt aus den gemessenen Daten aus-
gerechnet.

Folgende Parameter wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels nicht-

kompartimenteller Datenanalyse abgeschatzt:

Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (Area under the concentration-time

curve, AUC)

1&
AUCtO—tZ :EZ(Ci +C) - (G, - 1) Gl. 3.4
i=1
AUCo+, Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve im Zeitraum tp - t;
z Anzahl der gemessenen Konzentrationen
tiund tiyg Zwei aufeinander folgende Messzeitpunkte
ci und ci4+g Konzentration zum entsprechenden Zeitpunkt
AUC,  =AUC, , +2=
0-w to-t, }\’ Gl 35
z
AUCp.» Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve tg bis t, extrapoliert
Cz Letzter Messwert

Az Terminale Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
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Clearance (CL)

CL F-D
- Gl. 3.6
AUC,_,
F Systemische verfugbare Fraktion
D Dosis

Verteilungsvolumen (V,) in der terminalen Eliminationsphase

CL
V, =—
T, Gl. 3.7
Terminale Halbwertszeit
" In2
/22 = T Gl. 3.8

Andere Parameter, wie die maximale Konzentration (C,.x) und die Zeit bis

zum Erreichen von Cax (tmax), Wurden direkt aus den Daten abgelesen.

Die oben genannten Parameter wurden mit WinNonlin® berechnet (s.

Kap. 3.1.5). Daruiber hinaus wurden folgende Parameter mit Hilfe von Excel®
berechnet:

Renale Clearance

U
Gl. 3.9

_ cum (tO 7tz )

CLR(to*tz) - AUCt t

Renale Clearance im Zeitraum to - t;

CLr (to-tz)
Ucum (to—tz) Kumulative Arzneistoffmenge im Urin im Zeitraum to -t
AU
Gl. 3.10
CLR(tift\—l) - ét

CLr(ti~ti-1) Renale Clearance in einem Sammlungsintervall
AU/At Renale Eliminationsgeschwindigkeit im Sammlungsintervall
Mittlere Plasmakonzentration im entsprechenden Sammlungsintervall

Cav
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3.3.2 Kompartimentelle Datenanalyse

Grundlage fur die Kompartimentelle Datenanalyse bildet die Vorstellung, dass
sich der Korper aus einem oder mehreren miteinander in Verbindung
stehenden Kompartimenten zusammensetzt, in denen sich der Arzneistoff
spontan und homogen verteilt. Diese Kompartimente sind jedoch nicht
physiologischen oder anatomischen Raumen zuzuordnen, sondern lassen
sich vielmehr als Gewebe oder Gruppen von Geweben mit gleichem Blutfluss
und Arzneistoffaffinitat verstehen. Der Massentransport in und aus den
Kompartimenten lasst sich durch Geschwindigkeitskonstanten
charakterisieren'®’. Diese Kompartimentmodelle sind als nichtlineare

Regressionsmodelle durch folgende Gleichung allgemein darstellbar,

y, =1(6,X)+¢
( ) Gl. 3.11

wobei sich y, die abhangige Variable, in der Regel die Konzentrationen, zu
jedem Zeitpunkt i aus dem entsprechenden Modell, der Funktion f, und der
Varianz darstellen lasst. 6 sind die Modellparameter und x; die unabhangigen
Variablen. Letztere schlie3en die Dosierung und Zeit ein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ein- und Zwei-Kompartiment-Modell zur
Beschreibung der Konzentrations-Zeit-Verlaufe herangezogen. Beide Modelle

sind in Abb. 3.1 schematisch dargestellt.

V1l —— vl +——»

V2

Abb. 3.1 Schematische Darstellung des Ein- und Zwei-Kompartiment-
Modells nach Gabe einer Kurzinfusion
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Das Ein-Kompartiment-Modell mit linearer Eliminationskinetik ist das
einfachste pharmakokinetische Modell, da es den gesamten Korper als einen
einzigen Verteilungsraum darstellt. Die gesamte Dosis verteilt sich
gleichmaBig und augenblicklich im gesamten Organismus. Anderungen in
der Konzentration treten an allen Orten im selben Ausmaf3 und derselben
Geschwindigkeit auf. Fur die Elimination des Arzneistoffes kann eine Kinetik
erster Ordnung angenommen werden. Wie in Abb. 3.1 A erkennbar, wurde
das Ein-Kompartiment-Modell mit V (Verteilungsvolumen) und CL

(Clearance) parametrisiert.

Das im Rahmen dieser Arbeit angewandte Kompartiment-Modell, das Zwei-
Kompartiment-Modell, weist in der Pharmakokinetik eine besondere
Bedeutung auf. Nach Applikation des Arzneistoffes in die systemische
Zirkulation fallen die Konzentrationen im Plasma zumeist sehr schnell ab,
was neben der Elimination vor allem durch den vorherrschenden Prozess der
Verteilung in ,tiefer gelegene Kompartimente zu erklaren ist. In der
semilogarithmischen Darstellung des Konzentrations-Zeit-Verlaufs lassen
sich daher zwei Phasen erkennen. Die unterschiedlichen Geschwindigkeits-
konstanten, die den Stofftransport in und aus den Kompartimenten
charakterisieren, lassen sich aus den Steigungen der einzelnen Phasen
ableiten. Die Verteilung stellt in der Regel den Prozess mit der hoheren
Geschwindigkeit dar. Die Parametrisierung erfolgte, wie in Abb. 3.1 B
erkennbar, mit V; (Verteilungsvolumen des zentralen Kompartiments), V.
(Verteilungsvolumen des peripheren Kompartiment), CL (Clearance) und Q

(Interkompartimentclearance).

3.3.3 Populationspharmakokinetische/pharmakodynamische Datenanalyse

Der Populationsansatz ermoglicht die Analyse pharmakokinetischer
und/oder pharmakodynamischer Daten von Gruppen von Individuen. Dabei
steht nicht allein die Abschatzung des typischen Wertes eines
pharmakokinetischen oder pharmakodynamischen Parameters im Vorder-

grund. Die Charakterisierung der Variabilitat der Parameter der Individuen in
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der Population bildet einen zweiten Schwerpunkt. In der pharma-
kokinetischen/pharmakodynamischen-(PK/PD)-Datenanalyse werden ver-

schiedene Methoden angewendet!®®,

Bei der Naive-Pooled-Methodik werden die Daten aller Patienten
zusammengefluhrt und so ausgewertet, als ob sie von einem einzigen
Patienten stammen wirden. Diese Methode erlaubt somit die Abschatzung
von Parametern, auch wenn nur wenige Messpunkte pro Individuum zur
Verfigung stehen. Zwar lassen sich die Differenzen zwischen den
beobachteten und den abgeschatzten Werten (Residuen) und damit die
Restvariabilitat ermitteln, jedoch gehen jegliche Informationen zu den
einzelnen Individuen verloren!®. Die interindividuelle Variabilitat ist somit
nicht ermittelbar. Im Gegensatz dazu steht die Standard-Two-Stage-(STS)-
Methode!’®. Hierbei werden zunachst die PK/PD-Parameter fiir jedes
Individuum separat abgeschatzt. AnschlieBend wird eine deskriptive
statistische Analyse durchgeflhrt, mit der sich der Populationsmittelwert
sowie Varianz und Kovarianz der Parameter ermitteln lassen. Diese Methode

setzt jedoch eine ausfuhrliche Probensammlung voraus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine nichtlineare Regressionsmethode unter
Berlicksichtigung gemischter Effekte (Nonlinear Mixed Effects Modelling,
NLME), welche erstmalig von Beal und Sheiner beschrieben wurde,
angewendet!’!. NLME bietet verschiedene Vorziige gegeniiber der STS-
Methode und ermoglicht eine genauere Abschatzung der Variabilitat
innerhalb der Population als Einschrittverfahren!’®. Dartiber hinaus stellt sie
eine Moglichkeit dar, Studien wunterschiedlicher Art, Patienten- und
Probenanzahl zusammengefasst auszuwerten. Man spricht bei dieser
Methode von mixed effects, da so genannte fixed effects, welche die
Populationsmittelwerte oder auch flr die Population typischen Werte der
pharmakokinetischen bzw. pharmakodynamischen Parameter darstellen,
und random effects, die inter- und intraindividuelle Variabilitdt, in einem
Schritt ermittelt werden. Wie im linken Teil der Abb. 3.2 graphisch
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dargestellt, besteht ein solches Regressionsmodell, im Folgenden als

Populationsmodell bezeichnet, in der Regel aus drei Submodellen:

e Strukturmodell

e Statistisches Modell

e Kovariatenmodell

Das Strukturmodell und das Kovariatenmodell liefern die fixed effects, und

das statistische Modell dient der Charakterisierung der random effects.

lnteroccasion.
Variabilitzt

Schematische Darstellung eines Populationsmodells

Abb. 3.2

In den folgenden Abschnitten werden die drei Submodelle im Einzelnen

beleuchtet.

Strukturmodell

Im Strukturmodell wird das typische Profil der abhangigen Variablen (z.B.
gemessene Konzentrationen) als Funktion der typischen Modellparameter
(z.B. typische Clearance), dem Dosierungsschema und der Zeit beschrieben.

Dieser Zusammenhang lasst sich als Funktion f wie folgt darstellen:

Yij :f(ei’xij
Gl. 3.12
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Die abhangige Variable Yj; ergibt sich somit aus der Funktion f, welches die
unabhangigen Variablen x; (z.B. Zeitpunkt j, Dosis) und den Vektor der

Modellparameter 6 des i-ten Individuums beinhaltet.

Statistisches Modell

Das statistische Modell beschreibt die zufallige Komponente der
Populationsparametervariabilitat (PPV). Somit charakterisiert diese die nicht
messbaren und nicht kontrollierbaren Unterschiede zwischen und innerhalb
von Individuen, also die random effects. NLME-Regressionsmodelle
ermoglichen eine Differenzierung der random effects in die im rechten Teil
der Abb. 3.2 dargestellte interindividuelle Variabilitat (11V), Variabilitat von
Applikation zu Applikation (Interoccasion-Variabilitat, IOV) und intraindividuelle
Variabilitat (Residualvariabilitat).

Die interindividuelle Variabilitdat (11V), auch als Between-Subject-Variabilitat
(BSV) bezeichnet, beschreibt den zufalligen, nicht erklarbaren Unterschied
zwischen den Individuen. Diese Variabilitat bezieht sich auf den
Parameterraum und lasst sich unter anderem als additives, proportionales
oder exponentielles Fehlermodell integrieren. Die Wahl des Fehlermodells ist
abhangig vom Datentyp. Die Verteilung der pharmakokinetischen Parameter
ist oft rechtsschief, folgt also annahernd einer Log-Normalverteilung. Das
entspricht der Annahme Uber die Verteilung der Parameter, die durch das
exponentielle Fehlermodell ausgedrickt wird. Durch die Verwendung des
exponentiellen Fehlermodells wird aulBerdem vermieden, dass un-
physiologische Werte, d.h. < 0, fur die pharmakokinetischen Parameter
abgeschatzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das exponentielle

Fehlermodell bevorzugt eingesetzt.

Gl. 3.13

Es ergibt sich der individuelle Parameter Py des i-ten Individuums aus dem
typischen Parameter 6, und ny;, der Differenz der natiurlichen Logarithmen

von Py und 6, denn:
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N =In(P) —In(6,)
Gl. 3.14

Die Gesamtheit der n wird als normalverteilt mit einem Mittelwert von O
und der Varianz wy® angenommen. Die Varianz w,? ist der durch NONMEM®
abgeschatzte Random-effect-Parameter und reflektiert das Ausmaf der IIV.
Im Falle eines exponentiellen Fehlermodells entspricht wy - 100 ungefahr
dem Variationskoeffizent (VK) in 9%. Dabei erfolgt die Abschatzung des
jeweiligen diagonalen Elements der Varianz-Kovarianz-Matrix Q. Eine
mogliche Korrelation (= statistische Assoziation) zwischen zwei diagonalen
Elementen lasst sich durch Abschatzung des entsprechenden nicht-
diagonalen Elements der Q-Matrix wy x+1 bestimmen. Die Kovarianz zwischen
den diagonalen Elementen ist durch das nicht-diagonale Element

charakterisiert.

Die Annahme, dass die Pharmakokinetik Uber einen langeren Zeitraum
konstant ist, scheint nicht physiologisch zu sein. Zum Teil lassen sich diese
Schwankungen anhand physiologischer Prozesse erkldren und somit durch
Kovariaten (z.B. Alter bei Neugeborenen, Kreatininclearance) vorhersagen.
Oft jedoch sind die Ursachen nicht bekannt, und/oder es fehlen geeignete
Surrogatparameter!’?. Wurde der Arzneistoff einem Individuum mehrmals
appliziert, und fur jede Applikation liegt mehr als ein Messwert vor, so kann
die Variabilitat von Applikation zu Applikation (Interoccasion-Variabilitat, I0V)
und damit eine zeitabhangige Komponente der Variabilitat abgeschatzt
werden!’?, Mathematisch wird die IOV in das exponentielle Fehlermodell

folgendermaf3en integriert:

P MNki *+Kkiq

Kig =ek'e

Gl. 3.15

Der in Gl. 3.15 dargestellte Zusammenhang beschreibt den k-ten Parameter
des i-ten Individuums fur die g-te Applikation. Die Varianz =* der Verteilung
(Normalverteilung, Mittelwert = 0) des hinzugefligten Parameter «yq wird als

Random-effect-Parameter abgeschatzt.
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Analytische Fehler, Fehler in der Dokumentation von Dosierungs- und
Probenentnahmezeitpunkten und Modellmissspezifikationen spiegeln sich
im Ausmal3 der Abweichung der gemessenen von den durch das Modell
vorhergesagten Werten der abhangigen Variablen wider. Diese so genannte
Residual- oder Restvariabilitdt kann ebenfalls durch verschiedene Modelle
charakterisiert werden. Am haufigsten werden das additive, das proportionale

und das kombinierte additiv-proportionale Fehlermodell eingesetzt.

A

Kombiniertes Fehlermodell

SD

Proportionales
Fehlermodell

Werte der abhangigen Variablen
Abb. 3.3 Schematische Darstellung der Modelle der Residualvariabilitat

Das einfachste Fehlermodell (s. Gl. 3.11), das additive Fehlermodell, findet
dann Anwendung, wenn, wie Abb. 3.3 veranschaulicht, eine konstante
Varianz Uber den gesamten Messbereich zu erwarten ist. Jeder gemessene
Wert der abhangigen Variablen y des Individuums i zum Zeitpunkt j lasst
sich aus der Funktion f (Strukturmodell, inklusive [IV und IOV) und der

zufalligen Abweichung g ermitteln.

Proportional zu den Werten steigende Abweichungen der gemessenen von
den vorhergesagten Werten der abhangigen Variablen lassen sich mit Hilfe
des Proportionalen Fehlermodells integrieren.

v =18, x;) - (L +e;) Gl. 3.16

Ein weiteres, in Populations-PK/PD-Modellen gangiges Fehlermodell ist das

kombinierte Fehlermodell:
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y; =0, %)) -+, ) +e,,, Gl. 3.17

Wie in GIl. 3.17 erkennbar, beinhaltet dieses Modell sowoh!l einen additiven

als auch einen proportionalen Fehleranteil.

Abb. 3.3 veranschaulicht, dass dieses Fehlermodell sich bei niedrigen
Werten wie ein additives und bei hoheren Beobachtungen wie ein
proportionales Fehlermodell verhalt. Die Wahl des geeigneten Fehlermodells
ist abhangig von der Art der Daten. Als Grundannahme fur jedes der Modelle
gilt, dass die Parameter g; einer Normalverteilung mit dem Mittelwert Null
und der Varianz o? folgen. Durch das Populationsmodell wird die Varianz o2
abgeschatzt und stellt das diagonale Element der Z-Matrix dar. Sie reflektiert

also das Ausmaf3 der Residualvariabilitat.

Kovariatenmodell

Kovariaten sind spezifische, dokumentierte Patienten- und Studien-
charakteristika, die einen Einfluss auf die Pharmakokinetik/Pharmako-
dynamik des Arzneistoffes haben. |hr Einfluss wird als Kovariatenmodell in
das Populationsmodell integriert. Dadurch ist es moglich, einen der
beobachteten IV zu erklaren. Kovariaten werden als fehlerfreie Angaben

angenommen und daher zu den Fixed-effect-Parametern gezahlt.

Gesamtpopulationsmodell

Wie zu Beginn des Kap. 3.3.3 beschrieben, besteht ein Populationsmodell
aus den in den vorigen Abschnitten beschriebenen Submodellen. Diese

lassen sich wie folgt in der Gesamtmodellgleichung vereinigen.

y; = f(8(0,2) +m; + 1, X;) + g Gl. 3.18
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Die einzelnen Arten der Variabilitaten werden in Gl. 3.18 exemplarisch durch
das additive Fehlermodell beschrieben. Jeder Wert y des i-ten Individuums
zum j-ten Zeitpunkt ergibt sich aus der Vorhersage durch Funktion f und
dem Restfehler ¢;. Die Funktion f beschreibt den Zusammenhang aller der
Auswertung zu Grunde liegenden Daten. Sie beinhaltet die gemessenen und
dokumentierten unabhangigen Variablen x; (z.B. Zeitpunkt j) und z
(Kovariaten, z.B. Alter) sowie den Fixed-effect-Parametervektor ® (PK/PD-
Parameter, Parameter der Kovariateneffekte) und den Vektoren der Random-

effect-Parameter n;, xiq und g

Algorithmen zur Abschatzung der Populationsparameter

Die Abschatzung von Parametern mit Hilfe nichtlinearer Regressionsmodelle
wurde in einer Vielzahl von Softwarepaketen durch verschiedenste
Algorithmen implementiert!’3. Da fir die Populationsanalysen in dieser
Arbeit NONMEM® VI verwendet wurde, beschranken sich die Erlauterungen
auf die in NONMEM® VI vorhandenen und im Rahmen dieser Arbeit
angewandten Algorithmen. Wie in Kap. 3.3.2 beschrieben, ist auch bei NLME
das Ziel, die Modellfunktion basierend auf den gemessenen Werten zu
optimieren, dass Modellparameter gefunden werden, die die beobachteten
Werte bestmoglich beschreiben. In NONMEM® VI wird das durch die
Minimierung der Extended Least Square Objective Function (Og.s) erreicht, die
unter Gauss-Bedingungen Maximume-Likelihood-Schatzwerte liefert. Die
Gleichung zur Berechnung der Og s, auch als OFV (Objective Function Value)

bezeichnet, lautet:

L 2T 1 in(u(8,8, X)) Gl. 3.19

[0(9, & X, )]

Okss (9) =

N [Yi—f(e,xi)]z

i=1

Bei der Extended-least-squares(ELS)-Methode wird die Verteilung der
Residualvariabilitat v(0,§,x;) als A-priori-Varianzmodell bericksichtigt. Somit
erreicht man eine Wichtung der Daten, die dem Modell zugrunde liegen.

In den meisten PK/PD-Analysen gibt es keine explizite algebraische Losung



MATERIAL UND METHODEN 57

der oben genannten Funktion, die ermoglicht, das Funktionsminimum direkt
zu berechnen. Daher werden Algorithmen benutzt, die, basierend auf dem
Newton-Verfahren, iterativ das Minimum suchen. NONMEM® V| bietet
verschiedene Ansatze um Parameter mittels NLME abzuschatzen. Die First-
Order(FO) Methode stellt den ersten und einfachsten Algorithmus dar, der zu
Beginn der 80er Jahre von Beal und Sheiner entwickelt wurde!”4. Hierbei wird
die Linearisierung durch eine Taylorreihenentwicklung erster Ordnung (first
order taylor series expansion) in Bezug auf die Random-effect-Parameter
erreicht. Es wird angenommen, dass die Random-effect-Parameter
unabhangig multivariat normal verteilt sind mit Mittelwerten von Null. Die
Fixed/random-effect-Parameter werden in einem iterativen Prozess ermittelt.
Individuelle Parameter werden a-posteriori aus den Fixed-effect-Parametern,
den Random-effect-Parametern und den individuellen Beobachtungen als
empirische Bayes-Parameter (empirical bayesian estimates, EBE) mittels der
Posthoc-Option in NONMEM® VI berechnet!’®. Im Gegensatz dazu ermoglicht
die first order conditional estimation (FOCE)-Methode die parallele
Abschatzung der Populationsparameter und der dazugehdorigen individuellen
Parameter vor jeder Iteration. Die FOCE-Methode mit Interaction
bertcksichtigt die Abhangigkeit der Residualvariabilitat von der

interindividuellen Variabilitat bei der Berechnung des OFV!75,

Statistische Methoden der Modellwahl

Da unter Gauss-Bedingungen die OFV proportional zum Maximum-
Likelihood-Schatzer ist, kann zum statistischen Vergleich zweier Modelle der
Likelihood-Ratio-Test herangezogen werden. Um diesen Test jedoch
tatsachlich anwenden zu konnen, muss eine weitere Bedingung erfullt sein.
Das komplexere der zu vergleichenden Modelle muss durch Fixierung eines
oder mehrerer Parameter mit einem festen Wert zum einfacheren Modell
reduzierbar sein (Nested Models). Die Differenz der durch die beiden Modelle
erhaltenen OFV, AOFV, ist annahernd y?-verteilt. Somit entsprechen AOFV
von 3,84, 6,63, 7,88 und 10,83 jeweils den Signifikanzniveaus 0,05, 0,01,
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0,005 und 0,001 (df=1). Es wurden folgende Signifikanzniveaus flr die
Modellentwicklung festgelegt:

e p =< 0,05 fur die Bildung des Struktur- und Statistikmodells und dem
Vorwartseinschlussverfahren der Kovariaten (s. Kap. 3.3.3)

e p =<0,001 fur das Ruckwartsaussschlussverfahren der Kovariaten (s.
Kap. 3.3.3).

Daruiber hinaus wurde der relative Standardfehler der abgeschéatzten
Parameter (Relative standard error, RSE) zur Bewertung der Gulter der

Modellvorhersagen herangezogen und wie folgt berechnet:

SE
RSE = .100
%] Modellparameter Gl. 3.20
SE Standardfehler (standard error)

Der RSE sollte kleiner als 50 9% sein, da sonst das 95 %-Konfidenzintervall
den Wert Null einschlief3t.

Graphische Methoden der Modellwahl

Um die Gute der Anpassung sowie die Modellannahmen beurteilen zu
konnen, wurden neben den statistischen Methoden auch graphische
Analysen in allen Phasen der Modellentwicklung und -optimierung
durchgefiihrt. Diese wurden mit Hilfe von Xpose® und R® verwirklicht. Es

wurden folgende Goodness—of-Fit(GOF)-Graphiken begutachtet:

e vorhergesagte typische (Populations-, PRED) bzw. individuelle Werte
(IPRE) gegen die Messwerte (DV)
e gewichtete Residuen (WRES) gegen PRED bzw. IPRE

e individuelle gewichtete Residuen (iWRES) gegen PRED bzw. IPRE
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3.4 Projekt I: Methoden zur Bestimmung von Gallium in Vollblut,

Plasma und Urin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden GF-AAS-Methoden zur Bestimmung von
Gallium in Vollblut, Plasma und Urin entwickelt und gemaB den
Anforderungen der FDA validiert!®®, Die Konzentrationsangaben in diesem

Kapitel beziehen sich stets auf Gallium.

3.4.1 Gerateeinstellungen und Temperaturprogramm

Alle Untersuchungen wurden mit einem Varian GF-AAS-System mit Zeeman-
Untergrundkorrektur durchgefihrt. Das GF-AAS-System war ausgestattet
mit:

e SpectrAA® Zeeman 220

e Graphite tube atomizer GTA 100

e Autosampler PSD 100

e Gallium-Hohlkathoden-Lampe

Die Proben wurden in pyrolytisch beschichteten Graphitrohrchen (Partition

Tubes) vermessen. Es wurden folgende weitere Gerateeinstellungen gewahlt:

e Wellenlange: 294.4 nm

e Lampenstrom: 4.0 mA

e Monochromator: 0.5 nm Spaltweite mit reduzierter Spalthche
e Messmodus: PROMT-Height

Abhéangig von der Probenmatrix wurden Temperaturprogramme verwendet,
die sich in der Veraschungstemperatur und -dauer unterschieden (s. Tab.
3.1 bis Tab. 3.3). Das Temperaturprogramm durchlief finf Phasen. Unter
,Dauer” wird die Zeitspanne angegeben, nach deren Ablauf die zugehorige

Temperatur erreicht war. Wiederholungen einer Temperaturstufe bedeuten,
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dass die Temperatur Uber die angegebene Zeitspanne konstant gehalten

wurde.

Tab. 3.1 Temperaturprogramm zur Bestimmung von Gallium im Plasma

Schitt prass TOTpErr Dmer memih S
1 Trocknung 95 5,0 3,0 Nein
2 110 60,0 3,0 Nein
3 120 10,0 3,0 Nein
4 Vorveraschung 400 15,0 3,0 Nein
5 400 10,0 3,0 Nein
6 Veraschung 1500 10,0 3,0 Nein
7 1500 5,0 3,0 Nein
8 1500 3,6 0 Nein
9 Atomisierung 2600 1,0 0 Ja
10 2600 2,0 0 Ja
11 Reinigung 2700 2,0 3,0 Nein

Tab. 3.2 Temperaturprogramm zur Bestimmung von Gallium im Urin

Schit prass  TeUEZEr Duer Mgt S
1 Trocknung 95 5,0 3,0 Nein
2 110 60,0 3,0 Nein
3 120 10,0 3,0 Nein
4 Vorveraschung 400 15,0 3,0 Nein
5 400 10,0 3,0 Nein
6 Veraschung 1000 - 1300 10,0 3,0 Nein
7 1000 - 1300 5,0 3,0 Nein
8 1000 - 1300 3,6 0 Nein
9 Atomisierung 2600 1,0 0 Ja
10 2600 2,0 0 Ja
11 Reinigung 2700 2,0 3,0 Nein
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Tab. 3.3 Temperaturprogramm zur Bestimmung von Gallium im Vollblut

Schritt Phase  TSTEZE Daer Agonmur S
1 Trocknung 95 5,0 3,0 Nein
2 110 60,0 3,0 Nein
3 120 10,0 3,0 Nein
4 Vorveraschung 400 15,0 3,0 Nein
5 400 10,0 3,0 Nein
6 Veraschung 1450 - 1500 10,0 3,0 Nein
7 1450 - 1500 5,0 3,0 Nein
8 1450 - 1500 3,6 0 Nein
9 Atomisierung 2600 1,0 0 Ja
10 2600 2,0 0 Ja
11 Reinigung 2700 2,0 3,0 Nein
3.4.2 Modifier

Der Einsatz von chemischen Modifiern kann die Selektivitat und Sensitivitat
einer GF-AAS-Methode deutlich beeinflussen. Chemische Modifier, wie
Salpetersaure, fordern direkt den Aufschluss der Probenmatrix wahrend der
Veraschung und erhohen so die Fluchtigkeit der Matrixbestandteile. Die so
erzielte Trennung der Probenmatrix vom Analyten verhindert Interferenzen
und minimiert die Untergrundabsorption. Im Gegensatz dazu modifiziert
Magnesiumnitrat die Oberflache des Graphitrohrs dahingehend, dass die
Kohlenstoffauflagerung im Graphitrohr minimiert wird und somit die
Lebensdauer des Graphitrohrs verldangern kann. Der im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Modifier Palladiumnitrat, ein Vertreter aus der Gruppe der
schwerfllichtigen Edelmetallsalze, fuhrt durch Interaktion mit dem Analyten
zur Verminderung von dessen Fluchtigkeit und dadurch zu einer
Stabilisierung in der Probe. Durch den Einsatz von PdNOs lassen sich auch
bei leichtflichtigen Elementen, wie Gallium, ausreichend hohe Veraschungs-

und Atomisierungstemperaturen erzielen. Der Mechanismus der einzelnen
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Modifier konnte bislang jedoch nicht abschlieBend geklart werden!’®.
Gallium ist als Galliumchlorid, aber auch in Form von organischen
Verbindungen leicht flichtig. Aufgrund dieser Eigenschaft geht wahrend des
Aufheizens bei der GF-AAS-Analytik Gallium vor Erreichen der
Atomisierungstemperatur verloren. Um den Analyten in der Probe zu
stabilisieren und somit eine ausreichende Sensitivitat zu erzielen, wurde ein
kommerziell erhaltlicher Matrix-Modifier (Palladium-Matrix-Modifier: 10,0

g/L Pd(NO3), in 15 9% HNO3) verwendet.

3.4.3 Probenaufarbeitung

Die Aufarbeitung der Proben flir die Bestimmung von Gallium stellt ein zwei-
bzw. fur reinen Urin ein dreistufiges Verfahren dar. Nachdem die Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut und gemischt wurden, erfolgte ein Aufschluss
mit Salpetersaure 65 9% (V/V) im Wasser- oder Ultraschallbad. Aufgrund der
komplexeren Zusammensetzung der Matrix wurden Vollblutproben im
Ultraschallbad aufgeschlossen. Die Bedingungen fur den Aufschluss der

unterschiedlichen Matrizes sind in Tab. 3.4 zusammengefasst.

Tab. 3.4 Aufschlussbedingungen fir die Galliumanalytik

Matrix Konzentrations- Temperatur Aufschluss- Gerit
bereich [pg/L] [°C] zeit [min]

Plasma 5 - 100 80 50 Wasserbad
10 - 200

Urin 10 - 200 80 30 Wasserbad
50 - 1000

Vollblut > - 100 80 30 Ultraschallbad
10 - 200

Die so erhaltenen klaren Losungen wurden auf Raumtemperatur abgekuhlt
und anschlieBend 2 min bei 12000 rpm zentrifugiert. AbschlieBend wurden

die Loésungen noch einmal gemischt und entsprechend dem in Tab. 3.5
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aufgefuhrten Schema mit Purelab®-Plus-Wasser in den Kalibrierbereich

verdinnt.

Tab. 3.5 Probenaufarbeitung flr die Bestimmung von Gallium im
Vollblut, Plasma und Urin

Konzentrations- Proben- HNO; 65 9, Wasser

Matrix bereich volumen Trocknung VF
L L
[bg/L] [uL] [ut] [ut]
5 - 100 25 Nein 100 125 10
Plasma —————
10 - 200 25 Nein 100 375 20
1 - 20 250* Ja 125 375 2
_ 10 - 200 25 Nein 100 125 10
25 100 125
50 - 1000 - Nein 100
50 n.b. 450
10 - 100 50 Nein 200 250 10
Vollblut 50 200 250
100 - 1000 ————r-r Nein 100
50 n.b. 450
* zur Trockne eingedampft

n.b nicht benotigt
VF  Verdinnungsfaktor

Die Urinproben fir den Kalibrierbereich von 1 bis 20 pg/L Gallium wurden
zunachst bis zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand wurde in
konzentrierter Salpetersaure aufgenommen, 10 min im Ultraschallbad gelost
und aufgeschlossen. Das klare Lysat wurde 2 min bei 12000 rpm
zentrifugiert und mit Purelab®-Plus-Wasser nach dem in Tab. 3.5 gezeigten

Schema in den Kalibrierbereich hinein verdinnt.

3.4.4 Kalibrierung

Die Kalibrierung fur die Bestimmung der Galliumkonzentrationen in
Vollblut-, Plasma- und Urinproben erfolgte matrixbasiert. Vor jeder Messung

wurde eine Kalibrierkurve erzeugt.
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3.4.5 Herstellung von Stamm- und Arbeitslésungen

Zur Herstellung der KP46-Stammlosung (SLkpae) wurden 76,3 mg KP46 auf
der Analysenwaage eingewogen, in 2,0 mL DMSO geldst und mit 1 %iger
HNO3z (V/V) auf die Endkonzentration von 1 mg Gallium/mL gebracht. Nach
der Herstellung wurde diese Losung aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Als Gallium-Stammldsung (SLg,) wurde die kommerziell erhaltliche AAS-
Gallium-Stammldésung  (Gallium  AAS-Standard, Specpure®, 1000 pug
Gallium/mL in 2 %iger HNO3) verwendet. Diese Lésung wurde bei 4°C
gelagert.

Ausgehend von den beiden Stammldsungen wurden drei KP46-
Arbeitslosungen, AL-1kpse (10 pg Gallium/mL), AL-2kpse (1 pg Gallium/mL)
und AL-3kpag (0,1 pg Gallium/mL) und drei Gallium-Arbeitslosungen, AL-1g,
(10 pg Gallium/mL), AL-2g, (1 upg Gallium/mL) und AL-3g, (0,1 pug
Gallium/mL), durch Verdinnen von Slgpse und Slgy mit 1 %iger HNOs3

hergestellt. Die Herstellung ist in Tab. 3.6 zusammengefasst.

Tab. 3.6 Herstellung von Arbeitslosungen (Volumenteile)

Konzentration

HNOs, 1 9% VF
(V/V)
[ug Ga/mL]
AL-1kpas 10 Teile SLkpae 990 Teile 10 100
AL-2kpas 100 Teile AL-1kpas 900 Teile 1 10
AL-3kpas 100 Teile AL-2¢pas 900 Teile 0,1 10
AL-1ga 10 Teile SLga 990 Teile 10 100
AL-2¢, 100 Teile AL-1g4 900 Teile 1 10
AL-3ga 100 Teile AL-2¢a 900 Teile 0,1 10

VF  Verdunnungsfaktor

3.4.6 Herstellung der Kalibratorldsungen

Fur die matrixadaptierte Kalibrierung der Methoden zur Bestimmung von

Gallium in Plasma und Urin wurden samtliche Kalibratoren durch Aufstocken
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von galliumfreier Matrix mit AlLg, hergestellt. Fir die Bestimmung von
Gallium in Vollblut wurde nur der héchsten Kalibrator durch Aufstocken von
galliumfreier Matrix mit AL-1gs hergestellt. Die Konzentrationen der

einzelnen Kalibratoren sind in Tab. 3.7 zusammengefasst.

Tab. 3.7 Konzentrationen der Kalibratoren zur Bestimmung von Gallium
in Vollblut, Plasma und Urin

Konzentrations- Konzentrationen der Kalibratoren [pg/L]
bereich [ug/L] 1 2 3 a 5 6 7
- 100 5 10 20 40 60 80 100
plaspma ——-— — — — — —
10 - 200 10 20 40 80 120 1e0 200
1 - 20 1 2 4 8 12 16 20
Urin 5 - 100 5 10 20 40 60 80 100
50 - 1000 50 100 200 400 600 800 1000
10 - 100 10 20 40 60 80 100
Vollblut e
100 - 1000 100 200 400 600 800 1000

Die Aufarbeitung der galliumfreien Matrizes Plasma, Urin und Vollblut, die
von gesunden Probanden gewonnen wurden, entsprach der in Tab. 3.5
beschriebenen Probenaufarbeitung. Somit wurde gewahrleistet, dass die
Zusammensetzung der Kalibratoren hinsichtlich des Verhaltnisses von
Gallium zu den Begleitstoffen einer Probe bestmoglich Ubereinstimmte. Das
Injektionsvolumen des Autosamplers fur die Kalibratoren betrug 20 pL.

Die automatische Kalibratorengenerierung der Autosamplers kann aus
technischen Grinden nur dann genutzt werden, wenn bei einem
Injektionsvolumen von 20 puL der Kalibrierbereich Konzentrationen
einschlieBen, die sich maximal um den Faktor 10 unterscheiden. Hierflur
wurden zunachst, manuell durch Mischen von Matrix und Arbeitslésungen
und anschlieBendem Aufarbeiten, die Kalibratoren mit den hochsten
Konzentrationen von 100 bzw. 1000 pg/L hergestellt. Die ubrigen finf

Kalibratoren wurden aus aufgearbeiteter Matrix und dem hochsten
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Kalibrator durch den Autosampler nach dem in Tab. 3.8 gezeigten Schema

hergestellt.

Tab. 3.8 Herstellung der Kalibratoren fir die Bestimmung von Gallium im
Vollblut durch den Autosampler des AAS-Systems

Galliumkonzentration [pg/L] Volumen Volumen
Standard Standard’ [uL] Matrix* [uL]
10-100 100 - 1000
1 10 100 2 18
2 20 200 4 16
3 40 400 8 12
4 60 600 12 8
5 80 800 16 4
6 100 1000 20 0
* Standard mit der héchsten Konzentration (100 bzw. 1000 ug/L)
# aufgearbeitete galliumfreie Matrix

3.4.7 Konzentrationsberechnung

Samtliche Kalibratoren, QC-Proben und Patientenproben wurden, wie in
Kap. 3.2.7 beschrieben, mindestens zweimal injiziert. Die so erhaltenen
Signale wurden uber die Peakhohe ausgewertet. Das Signal der galliumfreien
Matrix stellt den Nullwert dar und wurde von den Messsignalen subtrahiert.
Aus den Mittelwerten der Absorptionen der Kalibratoren wurde eine
Kalibriergerade mittels linearer Regression ermittelt. Anhand dieser
Kalibriergeraden konnte die Galliumkonzentration der Patientenproben

ermittelt werden.

3.4.8 Qualitatssicherung wahrend der Messung

Die Qualitatssicherung wahrend der Messung wurde durch die in Kap. 3.2.7
beschrieben Ma3hahmen gewahrleistet.

Die verwendeten Qualitatskontrollen wurden durch Aufstocken von Vollblut,
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Plasma oder Urin mit KP46-Arbeitslosung (AL-1kpse 0der AL-2¢p4e) frisch vor
jeder Messung hergestellt. AnschlieBend wurden sie analog zu den
Patientenproben aufgearbeitet. Tab. 3.9 fasst die Konzentrationen der

einzelnen Qualitatskontrollen pro Matrix zusammen:

Tab. 3.9 Konzentrationen der  Qualitatskontrollproben  fur  die
Bestimmung von Gallium in Vollblut, Plasma und Urin

Konzentrations-

bereich [pg/L] Konzentrationen der QC-Proben [pg/L]

5 - 100 15 50 80

Plasma
10 — 200 30 100 160
1 - 20 3 10 16
Urin 5 - 100 15 50 80
50 - 1000 150 500 800
10 - 100 30 50 90

Vollblut
100 - 1000 300 500 900

In jeder Messreihe waren 10%, aber mindestens sechs, der vermessenen
Proben Qualitatskontrollproben. Eine Messung wurde akzeptiert, wenn
mindestens zwei Drittel aller QC-Proben den in Kap. 3.2.7 beschriebenen

Kriterien hinsichtlich Richtigkeit und Prazision entsprachen.

3.5 Projekt II: Methoden zur Bestimmung von Ruthenium in Plasma

und Urin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden zur Bestimmung von Ruthenium
im Plasma und Urin entwickelt und gemaf3 den Anforderungen der FDA
validiert!®>, Die Konzentrationsangaben in diesem Kapitel beziehen sich

stets auf Ruthenium.



68 MATERIAL UND METHODEN

3.5.1 Gerateeinstellungen und Temperaturprogramm

Alle Untersuchungen wurden mit einem Varian GF-AAS System mit Zeeman-
Untergrundkorrektur durchgefiihrt. Das GF-AAS System war ausgestattet
mit:

e SpectrAA® Zeeman 220

e Graphite tube atomizer GTA 100

e Autosampler PSD 100

e Ruthenium-Hohlkathoden-Lampe

Die Proben wurden in pyrolytisch beschichteten Graphitréhrchen (Partition

Tubes) vermessen. Es wurden folgende weitere Gerateeinstellungen gewahlt:

e Wellenlange: 349.9 nm

e Lampenstrom: 10 mA

e Monochromator: 0.5 nm Spaltweite mit reduzierter Spalthéhe
e Messmodus: PROMT-Height

Abhéangig von der Probenmatrix wurden Temperaturprogramme verwendet,
die sich in der Veraschungstemperatur und -dauer unterschieden (s. Tab.
3.10 und Tab. 3.11). Das Temperaturprogramm durchlief finf Phasen.
Unter ,Dauer” wird die Zeitspanne angegeben, nach deren Ablauf die
zugehorige Temperatur erreicht war. Wiederholungen einer Temperaturstufe
bedeuten, dass die Temperatur Uber die angegebene Zeitspanne konstant

gehalten wurde.
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Tab. 3.10 Temperaturprogramm zur Bestimmung von Ruthenium im

Plasma
Schit phass TSN D Ao S
1 Trocknung 95 5,0 3,0 Nein
2 110 60,0 3,0 Nein
3 120 10,0 3,0 Nein
4 Vorveraschung 650 15,0 3,0 Nein
5 650 20,0 3,0 Nein
6 Veraschung 1500 10,0 3,0 Nein
7 1500 20,0 3,0 Nein
8 1500 2,0 0 Nein
9 Atomisierung 2700 0,7 0 Ja
10 2700 2,0 0 Ja
11 Reinigung 2700 2,0 3,0 Nein

Tab. 3.11 Temperaturprogramm zur Bestimmung von Ruthenium im Urin

Schit Prass TR Daer Ao S
1 Trocknung 95 5,0 3,0 Nein
2 110 60,0 3,0 Nein
3 120 10,0 3,0 Nein
4 Vorveraschung 650 15,0 3,0 Nein
5 650 20,0 3,0 Nein
6 Veraschung 1600 10,0 3,0 Nein
7 1600 20,0 3,0 Nein
8 1600 2,0 0 Nein
9 Atomisierung 2700 0,7 0 Ja
10 2700 2,0 0 Ja

11 Reinigung 2700 2,0 3,0 Nein
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3.5.2 Probenaufarbeitung

Die Aufarbeitung der Plasma- und Urinproben stellt ein- bzw. zweistufiges
Verdlinnungsverfahren dar. Die Plasmaproben wurden gemischt und
anschlieBBend mit dem entsprechenden Volumen 1 %iger Triton-X Losung in
den Kalibrierbereich verdunnt.

Die  Urinproben wurden ebenfalls gemischt, das entsprechende
aufzuarbeitende Volumen wurde jedoch zunéchst fir 4 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Der so entstandene Uberstand wurde mit 6,5 %iger HNOs
(V/V) entsprechend dem in Tab. 3.12 aufgefiihrten Schema in den

Kalibrierbereich verdinnt.

Tab. 3.12 Probenaufarbeitung fur die Bestimmung von Ruthenium in
Plasma und Urin

Konzentrations- Proben- HNO3 Triton-X-
bereich volumen 6,5 % Lsg. 1 9% VF
[pg/L] [pL] [pL] [pL]
30 - 300 100 n.b n.b 1
300 - 3000 100 n.b. 900 10
Plasma ——
10 990
3000 - 60000 - nb. 1000
100 900
3 -60 25 n.b n.b 1
60 - 1200 50 950 n.b 20
Urin oo oo
0 950 n.b
1200 - 24000 400
50 950 n.b

n.b. nicht benotigt
VF  Verdinnungsfaktor

3.5.3 Kalibrierung

Die Kalibrierung flr die Bestimmung der Rutheniumkonzentrationen in
Plasma- und Urinproben erfolgte matrixbasiert. Vor jeder Messung wurde

eine Kalibrierkurve erzeugt.
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3.5.4 Herstellung von Stamm- und Arbeitslésungen

Es wurden zwei verschiedene Stammldsungen verwendet. Die kommerziell
erhaltliche Ruthenium-Standardlésung (Ruthenium AAS-Standard 1000
mg/L, wassrige Losung, ,RuCls“ Specpure®), im Folgenden als SlLg,
bezeichnet, wurde zur Herstellung der Kalibratoren verwendet. SLg, wurde
bei 4°C gelagert. Zur Herstellung der KP1019-Stammldsung SLkp1019 Wurden
47,00 mg KP1019 auf der Analysenwaage eingewogen und in 9,46 mL
Methanol 50 9% (V/V) geltést. Die Konzentration der Stammldsung SlLkpio19
betragt 1,0 mg Ruthenium/mL. Die Lésung wurde aliquotiert und bei -80°C
gelagert. Durch Verdinnen wurden aus der SLgp1g19 vVier Arbeitslosungen (AL-
Okp1019 100 mg/L, AL-1kp1019 10 mg/L, AL-2kp1019 1 mg/L und AL-3 kpi019
0,1 mg/L) und aus SLg, drei Arbeitslésungen (AL-1g, 10 mg/L, AL-2x, 1
mg/L und AL-3gr, 0,1 mg/L) hergestellt (s. Tab. 3.13).

Tab. 3.13 Herstellung von Arbeitslosungen

Methanol 50 Konzentration VE
% (V/V) [ug Ru/mL]

AL-1kp1019 10 Teile SLkpi019 990 Teile 10 100

AL-2kp1019 100 Teile AL-1kp1019 900 Teile 1 10

AL-3kp1019 100 Teile AL-2¢p1019 900 Teile 0,1 10
ALl 10 Teile SLey, 990 Teile 0 100

AL-2g, 100 Teile AL-1gy 900 Teile 1 10

AL-3g, 100 Teile AL-2g, 900 Teile 0,1 10

VF  Verdinnungsfaktor

3.5.5 Herstellung der Kalibratorldsungen

Flr die matrixadaptierte Kalibrierung der Methoden zur Bestimmung von
Ruthenium in Plasma und Urin wurden die Kalibratoren durch Aufstocken

von rutheniumfreier Matrix mit ALg, hergestellt (s. Tab. 3.14).
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Tab. 3.14 Konzentrationen der Kalibratoren fir die Bestimmung von
Ruthenium in Plasma und Urin

Konzentrations- Konzentrationen der Kalibratoren
bereich
[pg/L] 1 2 3 4 5 6 7 8

30 - 300 30 60 120 180 240 300
Plasma 300 - 3000 300 600 1200 1800 2400 3000 n.b. n.b.

3 -60° 3 6 12 18 24 36 48 60
__________________ 3-60 3 6 12 24 36 48 60 -
Uin 60 - 1200 60 120 240 480 360 600 1200

12" —24° 12" 24" 48 96 144" 192" 240

Einheit mg/L

Um die Kalibratoren hinsichtlich ihrer Zusammensetzung den
Patientenproben anzugleichen, wurden sie aus rutheniumfreien Plasma bzw.
Urin hergestellt. Diese Matrizes wurden von gesunden Probanden gewonnen.

Das Injektionsvolumen des Autosamplers flr die Kalibratoren betrug 20 L.

3.5.6 Konzentrationsberechnung

Alle Kalibratoren, QC-Proben und Patientenproben wurden, wie in Kap 3.2.7
beschrieben, mindestens zweimal injiziert. Die so erhaltenen Signale wurden
Uber die Peakhohe ausgewertet. Das Signal der rutheniumfreien Matrix stellt
den Nullwert dar und wurde von den Messsignalen subtrahiert.

Aus den Mittelwerten der Absorptionen der Kalibratoren wurde eine
Kalibriergerade mittels linearer Regression ermittelt. Der Einfluss
verschiedener Wichtungsfaktoren auf die Gute der Beschreibung des
Zusammenhangs der nominalen Konzentrationen und den dazugehérigen
Absorptionen wurde mit Hilfe der Residuen Uberprift. Anhand dieser
Kalibriergeraden konnte die Konzentration der Patientenproben ermittelt

werden.
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3.5.7 Qualitatssicherung wahrend der Messung

Die Qualitatssicherung wahrend der Messung wurde durch die in Kap. 3.2.7
beschriebenen MaBnahmen gewahrleistet.

FUr jede Matrix und jeden Konzentrationsbereich wurden QC-Proben
mindestens drei unterschiedlicher Konzentrationen, die den gesamten
Kalibrierbereich abdeckten, hergestellt. Rutheniumfreie Leermatrix wurde
mit dem entsprechenden Volumen an Slgpigi9 oder der adaquaten
Arbeitslésung so aufgestockt, dass der Anteil an Fremdmatrix 10 9% nicht
Uberstieg. Aufgrund der geringen Loslichkeit von KP1019 und um ein
Ausfallen der Substanz in der Probe zu vermeiden, wurden die QC-Proben
fur den Kalibrierbereich 1200 — 24000 pg/L durch Aufstocken von Urin mit
SLr, erhalten. Die QC-Proben wurden direkt aliquotiert und bei -20°C
gelagert.

Tab. 3.15 Konzentrationen der Qualitatskontrollproben fur  die
Bestimmung von Ruthenium in Plasma und Urin

Konzentrations- Konzentrationen der Qualitatskontrollen

PR vt
30 - 300 60 150 270 100 250
Plasma 300 - 3000 600 1500 2700 1000 2500
3000 - 60000 8000 30000 54000 100000?
3 - 60 9 30 50
Urin 60 - 1200 180 600 1000
1200 - 240007 36002 120002 2000072
1 wurde durch den Autosampler verdiinnt, um eine Konzentration innerhalb des

Kalibierbereichs zu erhalten
2 Herstellung aus SLRu
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3.6 Projekt lll: Pharmakokinetik von KP46

3.6.1 Klinische Studie

In Zusammenarbeit mit der 3. Medizinischen Abteilung flir Onkologie und
dem Ludwig-Boltzmann-Institut fir Angewandte Krebsforschung des Kaiser
Franz-Josef-Spitals in Wien, Osterreich (Leitung: Prof. Dr. C. Dittrich) und
dem Onkologischen Zentrum der 3. Medizinischen Klinik des
Universitatsklinikums Mannheims (Leitung: Prof. Dr. A. Hochhaus) wurde die
Studie mit der Bezeichnung ,A Phase | Dose-escalation trial with oral
Gallium(lll) Complex FFC11 Tris (8-Quinolinolato) Gallium(lll) — (Accelerated
titration design)“ durchgefuhrt!’’. Fir diese Studie lagen ein positives
Ethikvotum der zustandigen Ethikkommission sowie Einwilligungs-
erklarungen der Patienten vor. Ziel war es, die maximal tolerierbare Dosis
(MTD) zu ermitteln und eine optimale Dosis fur eine weiterfihrende Phase-|I-
Studie festzulegen. Dartber hinaus sollten toxische Effekte von KP46 sowie
deren Dauer, Schweregrad, Zeitpunkt des Auftretens, Reversibilitdat und
Dosisabhangigkeit ermittelt werden. Die Bestimmung pharmakokinetischer
Parameter bei verschiedenen Dosierungen stellte einen weiteren Schwer-

punkt dar.

Therapieplan und Studiendesign

Es handelte sich um eine offene, multizentrische Studie mit Dosiseskalation
im akzelerierten Titrationsdesign. Der Therapieplan umfasste eine 14-tagige
Behandlung mit KP46. Dieses wurde taglich peroral, in Form von
uberzogenen Tabletten, verabreicht. Es standen Tabletten in Dosierungen
von 10, 20 und 30 mg zur Verfugung. Die Patienten sollten mindestens fur
die Dauer der Medikation und den ersten Tag der Nachbeobachtung (Tag 1
bis 15) stationar aufgenommen werden. Insgesamt wurden die Patienten 14

Tage nachbeobachtet.
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Dosiseskalation

Die Dosiseskalation erfolgte im akzelerierten Titrationsdesign. Es handelt
sich hierbei um eine klassische Titrationsstudie. Es wurde zunachst nur ein
Patient je Dosisstufe eingeschlossen. Beobachtete man keine Toxizitat oder
> Grad 2 NCI-CTC, so erfolgte eine Dosissteigerung um 100 9%. Moderate
Toxizitat, d.h. Grad 2 und hoher, ausgenommen Alopezie, machte dagegen
eine Rekrutierung von bis zu zwei weiteren Patienten auf dem betreffenden
Dosisniveau erforderlich. Blieb bei den neu eingeschlossenen Patienten
Toxizitat aus bzw. wurde maximal Toxizitatsgrad 1 beobachtet, wurde die
Dosis wie zuvor um 100 9% erhoht. Abb. 3.4 stellt das Vorgehen als

Flussdiagramm dar.

Einschluss
Patient

A\ 4

Dosis n <

1

Grad 0-1 Grad 22
Dosis n + 100% NCI-CTC Toxizitat ? NCI.CTC » + 2 Patienten

l DLT

Fibonacci
Schema

A

Abb. 3.4 Flussdiagramm — Dosiseskalation (accelerated titration design)

Wie aus dem Flussdiagramm hervorgeht, wurde beim Auftreten
dosislimitierender Toxizitat — die Kriterien fur eine DLT sind im Studien-
protokoll beschrieben — weiter nach dem modifizierten Fibonacci-Schema
vorgegangen!’’. Das heiBt, dass pro Dosisstufe nun mindestens drei

Patienten behandelt wurden. Trat bei keinem der drei Patienten eine DLT
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auf, wurde eine neue Kohorte von drei Patienten mit der in 50 bis
20 %-Schritten erhoéhten Dosis behandelt. Wurde dagegen eine DLT bei
einem der Patienten beobachtet, wurden drei weitere Patienten auf der
betreffenden Dosisstufe behandelt. Erfuhren dagegen zwei und mehr der
eingeschlossenen Patienten eine DLT, so ergab die entsprechende Dosis die
maximal tolerierbare Dosis. Im Rahmen dieser Studie wurde die Dosis in
einem Bereich von 30 — 480 mg KP46 eskaliert.

Patientenkollektiv

Samtliche Patienten, die im Rahmen dieser Studie behandelt wurden, litten
an soliden Tumorentitaten, fur welche entweder keine Standardtherapie
vorhanden war oder diese ausgeschopft war. Es wurden sowohl Manner als
auch Frauen mit einem Mindestalter von 18 Jahren rekrutiert. Als
Einschlusskriterium galt unter anderem, dass eine vorhergehende
Chemotherapie mindestens vier Wochen zuriickliegen musste und die
Lebenserwartung noch mindestens drei Monate betrug. Eine ausreichende
Nieren-, Leber- und Knochenmarksfunktion musste durch die
entsprechenden Blutuntersuchungen nachgewiesen sein'’’. Eine detaillierte
Aufstellung der Ein- und Ausschlusskriterien befindet sich in Anhang A. Die

Charakteristika der einzelnen Patienten sind in Tab. 3.16 aufgeftihrt.

Tab. 3.16 Patientencharakteristika

. R N 4

Patient Geschlecht [ﬁﬁ;] Ge[\lf(vg]:ht cizz?]e D[I:r:4g?| ?lil;\] Tumorentitat

1 m 45 90 190 30 2020 attenepithel
karzinom

2 w 54 77,5 164 30 1,80 Adenokarzinom

3 w 65 55 159 30 1,55 Nephrom

4 w 62 56 158 60 1,56 Nephrom

5 m 46 72 173 120 1,84  erenzell
karzinom

6 w 67 73 170 240 1,80 Nephrom

7 w 57 80 165 480 1,87 Ovarialkarzinom

* Dosiskpas

Korperoberflache, body surface area
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3.6.2 Probenentnahmen

Den Patienten wurden wahrend des ersten Behandlungszyklus Blutproben
von je 8,0 mL entnommen. Dabei wurden jeweils nach der 1. und der 14.
KP46-Gabe gemal3 Studienprotokoll an folgenden Zeitpunkten Proben uber

24 h genommen:

e unmittelbar vor der KP46-Gabe
e 20und40 min, 1, 1,5, 2, 4, 8, 16, 20 und 24 h nach Arzneistoffgabe

Zusatzlich wurden an folgenden Tagen Blutproben direkt vor der nachsten

Arzneimittelgabe entnommen:
e 3,5,7,9, 11 Tage nach Beginn der Therapie
In der Nachbeobachtungsphase wurden an Tag 18 und 28 je eine weitere

Probe gesammelt. Die Gabe der Studienmedikation und die Blutentnahmen
sind in Abb. 3.5 veranschaulicht.

0 6 12 18 24
Zeit [h] nach Beginn der 1. und der 14. Gabe

0 7 14 21 28
Zeit [d] nach Beginn der Therapie

Probenentnahme

1 KP46-Gabe

Abb. 3.5 Probenentnahmeschema nach KP46-Gabe

Die Blutproben wurden in heparinisierten Rohrchen gesammelt und sofort
fur 10 min bei 2000 g und 4°C zentrifugiert. Das so gewonnene Plasma
wurde direkt eingefroren und bei mindestens —20°C gelagert. Der Transport
erfolgte auf Trockeneis.

Um eine mogliche renale Ausscheidung charakterisieren zu kénnen, wurde

Urin wie folgt gesammelt:
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e 24h-Sammelurin in 8h-Intervallen am ersten und letzten Tag der
KP46-Gabe

e 2h-Nuchternurin direkt vor der KP46-Gabe an Tag 3, 5, 7, 9und 11
der Therapie

Jeweils 15 mL der Urinproben wurden bei mindestens -20°C bis zu ihrer

Vermessung gelagert.

3.6.3 Pharmakokinetische Datenanalyse

Flr die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter wurde der nicht-
kompartimentelle Ansatz (s. Kap. 3.3.1) gewahlt. Es wurde dafur das
Softwarepaket WinNonlin® herangezogen. Da sich die pharmakokinetischen
Parameter auf Gallium beziehen, wurde im ersten Schritt die verabreichte
Galliumdosis nach Gl. 3.21 berechnet.

Deuon [mg] = 2eselMEL n Gallium) Gl 3.21

~ M. (KP46)

M/(KP46) = 501,99 [g/mol]
Ar(Gallium) = 69,72 [g/mol]

Fir Plasma und Vollblut wurden die Parameter tyax, Cmax, AUC, V,/F, CL/F,
t,,, berechnet. Aus den im Urin bestimmten Galliumkonzentrationen wurde
die kumulativ im Urin ausgeschiedene Menge absolut (Uqm) und relativ (rel.
Ucum), bezogen auf die jeweilige Dosis, abgeschatzt. AuBerdem wurden die
nach Unendlich extrapolierte im Urin ausgeschiedene Menge absolut (U.)
und in Relation zur ersten Dosis (rel. U.) sowie die renale Clearance (CLR)
abgeschatzt. Die Formeln zur Berechnung der genannten Parameter werden

in Kap. 3.3.1 beschrieben.
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3.7 Projekt IV: Pharmakokinetik von KP1019

3.7.1 Klinische Studie

Gemeinsam mit dem Kaiser-Franz-Josef-Spital in Wien, Osterreich, und dem
Westdeutschen Tumorzentrum in Essen wurde die Studie ,,A Phase | dose-
escalation trial with Sodium trans-[tetrachlorobis(1H-indazole)ruthenate(lll)]/
Indazol-hydrochloride (1:1.1) or KP1019/ Ind HCI (1:1.1) (accelerated titration
design) in patients with solid tumors* durchgefiihrt!’®, Fiir diese Studie lagen
ein positives Ethikvotum von der zustandigen Ethikkommission und
Einwilligungserklarungen der Patienten vor. Da es sich hierbei um eine
Phase-I-Studie handelte, war es auch hier das Ziel, die maximal tolerierbare
Dosis (MTD) zu ermitteln. Daruber hinaus sollte die Pharmakokinetik von
KP1019 A erstmalig beim Menschen charakterisiert und ein pharmako-
kinetisches Modell entwickelt werden, welches zur rationalen Dosisfindung

fur eine mogliche Phase-lI-Studie herangezogen werden kann.

Therapieplan und Studiendesign

Die Studie war als offene, multizentrische Dosiseskalationsstudie im
akzelerierten Design konzipiert. Das Eskalationsschema entsprach dem in
Kap. 3.6.1 beschriebenen. Der Therapieplan umfasste eine dreiwdchige
Behandlung mit KP1019. Dabei wurde die Substanz zweimal wochentlich
(alle drei oder vier Tage) als Infusion appliziert. Aufgrund seiner geringen
Wasserloslichkeit musste KP1019 jeweils unmittelbar vor der intravendsen
Applikation frisch hergestellt werden. Hierfir wurden 50 mg (Inhalt eines
Vials) des Natriumsalzes von KP1019 in 13,33 mL isotonischer Kochsalz-
losung geldst und in einen sterilen Infusionsbeutel Uberfuhrt. AnschlieBend

wurde Indazolhydrochlorid in entsprechender Konzentration zugesetzt.
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Die ablaufende Reaktion ist in Gl. 3.22 dargestellt:

Na[trans-RuCls(Ind)>] + 1,1 HIndCl — HInd[trans-RuCls(Ind),] + NaCl + 0,1 HCL

Gl. 3.22

Dabei sollten beide Losungen Raumtemperatur haben. Die klare Losung mit
KP1019 wurde sofort infundiert.

Dosiseskalation

Die Dosiseskalation wurde analog der Studie mit KP46 im akzelerierten
Titrationsdesign bis zum Auftreten dosislimitierender Toxizitat durchgefthrt
(Kriterien s. Studienprotokoll). Die Dosis wurde in einem Bereich von 25 bis

600 mg eskaliert.

Patientenkollektiv

Samtliche in dieser Studie behandelten Patienten wiesen histologisch und
zytologisch gesicherte, fortgeschrittene solide Tumoren unterschiedlicher
Entitat auf. Eine Standardtherapie war entweder nicht vorhanden oder die
Therapiemoglichkeiten fur diese Erkrankung ausgeschopft. Weitere
Einschlusskriterien bildeten ein Mindestalter von 18 Jahren und eine
Lebenserwartung von mindestens drei Monaten. Die letzte Chemotherapie
sollte mindestens vier Wochen zurtickliegen und eine ausreichende Nieren-,
Leber- und Knochenmarksfunktion anhand von Laborparametern belegt
sein'’8. Die Ein- und Ausschlusskriterien sind im Anhang B aufgefiihrt.
Insgesamt wurden sieben Patienten, deren demographische Daten in Tab.

3.17 dargestellt sind, im Rahmen dieser Studie behandelt.
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Tab. 3.17 Patientencharakteristika

Alter Gewicht GroBe Dgpigie BSA?

Patient Geschlecht [Jahre] [kel [cm] [mg] [m?]

Tumorentitat

Kolorektales

1 w 57 82 164 25 1,89 ,
Karzinom
2 m 38 80 178 50 1,98 Kolorgktales
Karzinom
3 m 62 93 164 100 199  oasen
karzinom
4 w 76 62 166 200 1,69 Leber-
karzinom
5 w 65 52 168 400 158 C£ndometrium:
karzinom
6 m 57 70 167 600 1,79 Melanom
(Auge)
7 m 58 62 178 600 1,77 Zungen-
karzinom
: Dosiskpio19

Kérperoberflache, body surface area

3.7.2 Probenentnahmen

Haufige Blutentnahmen wurden nach der ersten und funften Infusion

durchgefuhrt. Dabei wurden Blutproben zu folgenden Zeitpunkten gewonnen:

e direkt vor der Infusion
e 0,3;0,7;1;2;4; 8; 24; 32; 48; 56 h nach Ende der Infusion

Zudem wurden an Tag 4 und 18 der Therapie Proben zu folgenden

Zeitpunkten entnommen:

e direkt vor der Infusion
e 0,3;0,7; 1 hnach Ende der Infusion

Dartber hinaus wurden an den Tagen 7 und 11 der Therapie direkt vor
Beginn der Infusion Proben entnommen. Die Blutproben wurden in
heparinisierten Réhrchen abgenommen und direkt bei 2000 g und 4°C fir
10 min zentrifugiert. Das so gewonnene Plasma wurde bei mindestens -20°C

bis zur Analyse gelagert. Die geplanten Entnahmezeitpunkte der Blutproben
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sowie die Zeitpunkte der Arzneistoffapplikation sind in der Abb. 3.6

veranschaulicht.

4 4 4 ? > TProbenentnahme

0 1 | KP1019-Gabe
Zeit [h] nach Ende der 2. und 6. Infusion

4:::4::41::4::!1::!
1 Zeit[7d]nach

v

20

0 12 24 36 48 56
Zeit [h] nach Ende der 1. und 5. Infusion

Abb. 3.6 Probenentnahmeschema nach KP1019-Gabe

An den Tagen 1, 4, 8, 11, 15 und 18 der Therapie wurde direkt vor jeder
Infusion Urin gesammelt. Zusatzlich wurde am ersten und am filinften Tag
der Therapie kontinuierlich Urin Uber 24 Stunden gesammelt. In der
Nachbeobachtungsphase (8 — 10 Tage nach Ende der Therapie) wurden

zusatzliche Proben gesammelt.

3.7.3 Pharmakokinetische Datenanalyse

Die Rutheniumkonzentrationen im Plasma wurden flur eine kompartimentelle
Datenanalyse mit Hilfe von WinNonlin® (Pharsight Corporation, Version
5.0.1) herangezogen. Es wurden dabei die in Kap 3.3.2 beschriebenen
Modelle getestet. Die kompartimentelle Datenanalyse umfasste dabei

folgende Schritte:

e Auswahl der adaquaten pharmakokinetischen Kompartiment-Modelle

e Abschatzung von Initialwerten

e Kurvenanpassung (curve fitting)
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e Modellvergleich

e Berechnung der pharmakokinetischen Parameter

Da sich alle folgenden  Parameter und  Berechnungen  auf
Rutheniumkonzentrationen beziehen, wurde im ersten Schritt die

Rutheniumdosis Dg, errechnet.

DRuthenium [mg] = DKP1019 [mg]

_ Dwer01olMEl n i itheni
M.(KP1019) r(Ruthenium) Gl. 3.23

M(KP1019) =502,15 [g/mol]
Ar(Ruthenium) =101,07 [g/mol]

Auswahl des geeigneten pharmakokinetischen Kompartiment-Modells

Zunachst wurden die Konzentrations-Zeit-Profile fir Ruthenium im Plasma
im halblogarithmischen MaBstab aufgetragen, um den Verlauf visuell zu
beurteilen. Nach Auswahl eines Modells wurde eine Kurvenanpassung
durchgefihrt. Wenn mehrere Modelle in Frage kamen, wurde nach
Berechnung der Modellparameter die Glte der Anpassung mit dem
alternativen Modell verglichen und das am besten geeignete Modell fur die

weitere Auswertung verwendet.

Abschatzung von Initialwerten und Kurvenanpassung (Curve Fitting)

Bei der Kurvenanpassung (curve fitting) handelt es sich mathematisch um
eine nichtlineare Regression. Dazu mussen zunachst Initialwerte fur die
Modellparameter (0) abgeschatzt werden. Das Programm WinNonlin® bietet
zwei Moglichkeiten zur Festlegung der Initialwerte. So konnen diese durch
den Anwender vorgegeben oder durch das Programm mit Hilfe des
Abschalverfahrens (curve stripping) berechnet werden. Flr diese
Untersuchung wurden die durch WinNonlin® berechneten Initialwerte
eingesetzt und dann schrittweise optimiert. Hierbei wurde abhangig vom
Minimierungsalgorithmus iterativ die Summe der Abweichungsquadrate

(least squares, LS) minimiert. Die Summe der Abweichungsquadrate wurde
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aus der Summe der quadrierten Differenzen zwischen gemessenen
Konzentrationen (Y;) und den Uber die Modellgleichung f(6,x;) berechneten

Konzentrationen ermittelt:

LS =3 (y, — (0,

2 (y, -~ f(0,x.)) Gl. 3.24
Um die Abhangigkeit des absoluten analytischen Fehlers von der
Konzentration zu berlcksichtigen, wurde eine Wichtung vorgenommen. Es
wurden die Wichtungsfaktoren W; = 1/Y; und W; = 1/Y{? gepruft. Die Summe
der gewichteten Abweichungsquadrate (weighted least squares, WLS) wurde
wie folgt berechnet:

WLS = Ziwi '(Yi _f(e’xi)) Gl. 3.25
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Algorithmus nach Gauss-Newton (mod.
nach Levenberg und Hartley) gewahlt. Der Optimierungsprozess wurde so

lange fortgesetzt, bis das Konvergenzkriterium (relative Veranderungen der

WLS zwischen den einzelnen lterationen < 0,01 %) erfillt war!’?,

Gute der Anpassung und Modellvergleich

Die vorhandenen Datensatze wurden mit verschiedenen Modellen und
Wichtungsfaktoren analysiert. Die Gute der Anpassung wurde anhand

folgender Kriterien beurteilt:

e Visuelle Inspektion der Godness-of-Fit-Plots (s. Kap. 3.3)

e Akaike-Informationskriterium (AIC)'® und Schwarz-Kriterium (SC)!&!

e Variationskoeffizienten der Parameterschatzung
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Die Berechnung des Akaike-Informationskriteriums (AIC) erfolgte nach

folgender Gleichung:

AIC =n-In(WLS) + 2 -k

Gl. 3.26
WLS Summe der gewichteten Abweichungsquadrate
n Anzahl der Messwerte
k Anzahl der Modellparameter

Zur Berechnung des Schwarz-Kriteriums (SC) wurde folgende Gleichung

herangezogen:

SC =n-In(WLS) +In(n - k) Gl. 3.27

Berechnung der pharmakokinetischen Parameter

Im letzten Schritt wurden auf Basis der abgeschatzten Modellparameter und
der verabreichten Rutheniumdosis (Gl. 3.23) die Sekundarparameter
berechnet. Die Arzneistoffexposition wurde durch die Flache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve (area under the curve, AUC) charakterisiert. Als
Mal3  fur  die Eliminationsleistung  des Korpers  wurde  die
Gesamtkorperclearance  (CL) herangezogen. Sie beschreibt  den
Zusammenhang zwischen der Konzentration im Plasma und der
Eliminationsgeschwindigkeit einer Substanz. Die Gesamtkoérperclearance
setzt sich additiv aus den Clearances der einzelnen Eliminationsorgane
zusammen. Die Eliminationsgeschwindigkeit wurde durch die Bestimmung
der Halbwertszeit (t;,0), der Zeitspanne, innerhalb der die Konzentration auf
die Halfte des Ausgangswerts abnimmt, charakterisiert.

Das Verteilungsvolumen (V) ist eine fiktive GroBBe, die in den seltensten
Fallen mit dem tatsachlichen Volumen ubereinstimmt. In dieser Arbeit
wurde das Verteilungsvolumen im Steady-State (V) berechnet. Dieses
beschreibt die Verteilung des Arzneistoffs, wenn sich die Konzentrationen
zwischen den betrachteten Kompartimenten im Gleichgewichtszustand

(steady state, ss) befinden. In die Berechung des Vi, geht die mittlere
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Verweildauer (mean residence time, MRT) eines intakten Arzneistoffmolekils
im Organismus ein. Die Gleichungen zur Berechnung der pharmako-

kinetischen Parameter sind in Tab. 3.18 zusammengefasst.

Tab. 3.18 Gleichungen zur Berechnung der pharmakokinetischen

Parameter
Beschreibung Abkiirzung Gleichung
n C.
Flache unter Kurve AUC AUC,, = -Zm_l Gl. 3.28
cl CL cL=-D Gl. 3.29
earance AUC. . 3.
- C
. . = 2
Mittlere Verweildauer MRT MRT — _ 1A Gl. 3.30
AUC
Verteilungsvolumen im _ _
Steady State Vss V., =CL-MRT Gl. 3.31
. . In2
Terminale Halbwertszeit t1/2, ty,, = . Gl. 3.32

z

Aus den im Urin bestimmten Rutheniumkonzentrationen wurde die
kumulativ im Urin ausgeschiedene Menge absolut (U.m) und relativ (rel.
Ucum), bezogen auf die jeweilige Dosis, berechnet. AuBerdem wurden die
nach Unendlich extrapolierte, im Urin ausgeschiedene Menge absolut (U.)
und in Relation zur ersten Dosis (rel. U.) sowie die renale Clearance (CLR)
abgeschatzt. Die Gleichungen zur Berechnung der genannten Parameter

sind in Kap. 3.3.1 beschrieben.
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3.8 Projekt V: Population-PK/PD-Analyse von Oxaliplatin

Ziel dieses Projekts war es, ein Populationsmodell zu entwickeln mit
welchem sowohl der zeitliche Verlauf der Platinkonzentration im Ultrafiltrat
als auch die DNA-Addukt-Bildung in Leukozyten nach intravendser

Applikation von Oxaliplatin beschrieben werden kann.

3.8.1 Klinische Studien

Fur die Entwicklung des PK/PD-Modells wurden Daten von Patienten aus
zwei Studien herangezogen. In beiden Studien wurden sowohl weibliche als
auch mannliche Patienten mit histologisch gesicherten, soliden Tumoren,
die mit Oxaliplatin behandelt wurden, eingeschlossen. Die Studien wurden
im Westdeutschen Tumorzentrum des Universitatsklinikums Essens (Studie 1)
und im Sana Klinikum Remscheid (Studie 2) von 1999 bis 2003 durchgefihrt.
In Studie 1, einer Phase |-Studie, sollte das Sicherheitsprofil von Sorafenib
untersucht werden'®. In Studie 2 war das Ziel, pharmakokinetische
Parameter und die Platin-DNA-Addukt-Bildung als pharmakodynamischen
Parameter nach einer Behandlung mit Oxaliplatin in der Erst- und

Zweitlinien-Therapie zu vergleichen!®3,

Therapiepléne und Studiendesigns

Beide Studien wurden im monozentrischen, offenen, nicht-kontrollierten und
nicht-randomisierten Design durchgefuhrt. Fur beide Studien lagen positive
Voten der jeweiligen Ethikkommissionen, die Einwilligungsklarungen der
Patienten sowie Patientenversicherungen vor. Insgesamt wurden 58
Patienten mit Oxaliplatin behandelt.

Der Therapieplan fur Studie | sah eine Zyklusdauer von drei Wochen vor. Die
Patienten erhielten zu Beginn jedes Zyklus 130 mg/m? Oxaliplatin als
zweistindige Infusion. Ab dem vierten Tag des ersten Zyklus erhielten die
Patienten, die in Studie 1 behandelt wurden, zweimal taglich unter-

schiedliche Dosen Sorafenib.
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Die Patienten der Studie Il wurden mit einer Chemotherapie nach dem
Biichele-Schema behandelt'®3. Sie erhielten eine Kombinationstherapie,
bestehend aus 50 mg/m? Oxaliplatin, 500 mg/m? Calciumfolinat und
500 mg/m?  Fluorouracil, einmal wochentlich Uber vier Wochen.
AnschlieBend folgte ein zweiwdchiges therapiefreies Intervall. Die
Untersuchungen wurden am ersten Tag im ersten und zweiten Zyklus
durchgefuhrt. Zusatzlich erhielten die Patienten eine auf die jeweilige
Therapie abgestimmte Supportivtherapie, z.B. intraventése Hydratation und
Nausea- und Emesis-Prophylaxe. Die verwendeten Therapieschemata in den
beiden Zentren zeigten somit deutliche Unterschiede hinsichtlich Dosierung
und Applikationsintervalle der verabreichten Substanzen und sind in Tab.

3.19 zusammengefasst.

Tab. 3.19 Ubersicht Therapieplan und Dosierungsschema

Studie 1 Studie 2
Dosis Oxaliplatin [mg/m?] 130 50
Dosierungsintervall [Wochen] 3
Dauer eines Zyklus [Wochen] 3 4
Oxaliplatin- [mg/m?] 130 200

Dosis/Zyklus

o Zyklus | ab Tag 4 Sorafenib _
Komedikation 5-FU, Ca-Folinat

Zyklus Il Sorafenib
Beobachtete Zyklen 2 2
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Patientenkollektiv

Die Daten von insgesamt 58 Patienten wurden flur die Entwicklung des
Populationsmodells herangezogen. Das Mindestalter betrug 18 Jahre.
Wahrend alle Patienten in Studie 2 an metastasiertem kolorektalem
Karzinom erkrankt waren, wurden in Studie 1 Patienten mit
fortgeschrittenen, histologisch gesicherten, soliden Tumoren verschiedener
Entitaten eingeschlossen. Die Lebenserwartung der Patienten sollte noch
mindestens drei Monate betragen und die letzte Chemotherapie sollte
mindestens vier Wochen zurtickliegen, eine oxaliplatinhaltige Chemotherapie
mindestens drei Monate. Eine ausreichende Nieren-, Leber- und
Knochenmarksfunktion musste durch die entsprechenden
Blutuntersuchungen belegt sein. Dariber hinaus war ein ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group)-Performance-Status von O, 1 und 2, in Studie 1,
oder ein Karnofsky-Index von > 70 %, in Studie 2, erforderlich. In Tab. 3.20

sind die demographischen Charakteristika der Population zusammengefasst.

Tab. 3.20 Demographische Daten der Studienpopulation; (Median und
Spannweite)

Studie | Studie Il
Anzahl [w/m] 37[26/11] 21 [14/7]
Alter [Jahre] 62,0 [32,0 - 80,0] 63,0 [45,0 - 82,0]
Gewicht [kg] 74,0 [55 - 106] 70,0 [48,6 - 134]
GroBe [cm] 174 [159 - 190] 172 [158 - 185]
BSA [m?] 1,8 [1,5-2,21] 1,8 [1,58 - 2,3]
BMI [kg/m?] 24,9 [17,1 - 34,2] 23,0 [16,4 - 49,2]
CLcr [mL/min] 95,2 [59,6 -186,5] 79,2 [48,4 - 103,6]

Die graphische Darstellung zur Verteilung der demographischen Daten findet

sich im Anhang C.
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3.8.2 Probenentnahmen

Innerhalb der ersten 48 h der beiden ersten Behandlungszyklen wurden bis
zu 13 bzw. 6 Ultrafiltratproben generiert. Das Ultrafiltrat wurde dabei aus
zuvor gewonnenen Plasmaproben durch Zentrifugation Uber 20 min bei
2000g und 4 °C in den Ultrazentrifugationssystemen Centirsart® (Cut-off
10.000) oder Centrifree® (Cut-off 30.000) gewonnen’%!8* Dariiber hinaus
wurden zu den in Tab. 3.21 aufgefluhrten Zeitpunkten Leukozyten mittels

Dichtegradientenzentrifugation mit Polymorphrep® aus Vollblut gewonnen’®.

Tab. 3.21 Probenentnahmezeitpunkte

Zeit [h] nach Beginn der Infusion

Plasma Leukozyten
Studie 1 0;1;2;2,25;2,5;2,75;3;4;6; 8, 12; 24; 48 0; 4; 24, 48
Studie 2 0;2;:2:5;3;4; 24 0; 4; 24

3.8.3 Erstellung des NONMEM®-Datensatzes

Die Struktur des Datensatzes ist bei der Anwendung von NONMEM®
vorgegeben 7°. Im Allgemeinen besteht er aus abhangigen Variablen (DV),
z.B. gemessenen Konzentrationen und unabhangigen Variablen, wie
Angaben zur Dosierung (Dosis, Infusionsgeschwindigkeit, etc.) und den
Kovariaten, z.B. demographischen Daten, Laborparametern und/oder
anderen individuellen Einflussfaktoren der Pharmakokinetik/-dynamik. Die
Platinkonzentrationen im Ultrafiltrat wurden im Rahmen der Dissertation von
A. C. Pieck mit validierten GF-AAS-Methoden erhoben’®. Um die DNA-
Platinierung in den Leukozyten quantifizieren zu konnen, wurde ein
vierstufiges Verfahren modifiziert, nach Kloft et al., bestehend aus
Leukozytenisolation aus dem  Vollblut mit Hilfe der Dichte-
gradientenzentrifugation, Isolation der DNA aus den Leukozyten durch Fest-
phasenextraktion, Quantifizierung der DNA und Quantifizierung des an die

DNA gebundenen Platins, angewandt!8®. Die DNA-Quantifizierung erfolgte
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mit Hilfe einer hinsichtlich Richtigkeit und Prazision validierten UV/VIS-
Methode’®. Das an die DNA gebundene Platin wurde mit einer validierten
Methode der adsorptiven Voltammetrie quantitativ bestimmt’%18¢,  Die
Erstellung des NONMEM®-Datensatzes sowie die Berechnung einzelner
Kovariaten erfolgte mit Excel®. Die im Datensatz beinhalteten Elemente sind

in Anhang C zusammengefasst.

Berechnete Kovariaten

Ein Teil der Kovariaten wurden mit Hilfe von Excel aus demographischen

Daten oder Laborparametern anhand folgender Gleichungen berechnet:

e Body-Mass-Index (BMI)

Korpergewicht
BMI [kg/m? = (GroBef Gl. 3.33
e Kreatininclearance nach Cockcroft und Gault (CL¢g)*®’
(140 — Alter)-Korpergewicht far mannliche
Serumkreatininkonzentration - 72 Patienten

Clerca [mL/min] =

(140 — Alter)-Koérpergewicht 085 fur  weibliche
Serumkreatininkonzentration - 72 Patienten

Gl. 3.34

e Korperoberflache (body surface area, BSA) nach Du Bois und Du

Bois!48:

BSA [m?]=Korpergewicht®#?® .KorpergroBe®’?®.0,007148 Gl. 3.35
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e Fettfreie Masse (FFM) 188

30,93 -KorpergroRe® -Korpergewicht flir mannliche
KorpergroBe® - 42,92 + Korpergewicht) Patienten

FFM [kg]=
37,99 -KoérpergroBRe? - Kérpergewicht
KorpergroBe? - (35,98 + Korpergewicht)

fir weibliche
Patienten

Gl. 3.36

Fehlende Messdaten

Im Falle fehlender tatsachlicher Abnahmezeitpunkte wurde die theoretische
bzw. laut Protokoll festgelegte Zeit fur die entsprechenden Proben
verwendet. Platinkonzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze wurden

a priori aus dem Datensatz entfernt.

Fehlende Kovariaten

Waren Informationen zu den Kovariaten eines Individuums nicht vorhanden,
so wurden diese durch den Populationsmedian (kontinuierliche Kovariaten)
oder den Populationsmodus (kategoriale Kovariaten) ersetzt. Bei Fehlen
einer Kovariaten innerhalb eines Individuums wurde das Ergebnis der letzten
Messung bis zu einer neuen Messung verwendet. Der Einfluss der auf diese

Weise ersetzen Kovariaten wurde eingehend untersucht.

Daten-Checkout

Vor Beginn der Analyse wurde der Datensatz hinsichtlich Vollstandigkeit,
Richtigkeit und Plausibilitat untersucht. Die erste Untersuchung erfolgte in
Excel®. Hier wurden die einzelnen Spalten des Datensatzes hinsichtlich der
Plausibilitat der Minimal- und Maximalwerte geprift. Dartber hinaus wurde
kontrolliert, ob die Informationen innerhalb der einzelnen Spalten

zueinander passten. Unterstitzend wurden alle Daten in so genannten Index-
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Abbildungen erstellt. Dabei wurde jedes Element des Datensatzes gegen die

Bezeichnung des Individuums aufgetragen.

3.8.4 Modellierungsstrategien

Fir die Entwicklung wurde ein dreistufiges Konzept gewahlt. So wurde im
ersten Schritt das Strukturmodell entwickelt. AnschlieBend erfolgte die
Implementierung der IV, IOV und Residualvariabilitat. Nach diesen ersten
beiden Schritten erhielt man das sogenannte Basismodell. AbschlieBend
erfolgte die Identifizierung und Implementierung der Kovariaten und damit
die Erstellung des finalen Modells.

Insgesamt wurde fur die Entwicklung des PK/PD-Modells ein sequentielles
Vorgehen gewahlt. Die Modellierung bezog sich im ersten Schritt zunachst
auf die Platinkonzentrationen im ultrafiltrierten Plasma. Basierend auf dem
finalen PK-Modell wurden die abgeschatzten Parameter fixiert und die

Adduktdaten gemafl dem oben dargestellten Konzept sequentiell modelliert.

Strukturmodell

Fir die Bildung des Strukturmodells zur Beschreibung des zeitlichen
Verlaufs der Platinkonzentrationen wurde ein empirischer Ansatz gewahlt.
Das bedeutet, dass das zu entwickelnde Modell allein auf den ihm zugrunde
liegenden Daten ful3t. Kompartiment-Modelle sind empirische Modelle. Im
Gegensatz zu physiologischen oder mechanistischen Modellen sind die
Kompartimente und Prozesse nicht immer mit physiologischen
Gegebenheiten zu erklaren. In der Literatur wird die Pharmakokinetik von
Platin nach der Applikation von Oxaliplatin anhand eines Zwei-
Kompartiment-Modells beschrieben’>728 Auch die Arbeit von Pieck et al., in
welcher die enthaltene Studie 1 in einer Standard-Two-Stage-Analyse
untersucht wurde, favorisiert das Zwei-Kompartiment-Modell’!. Es finden sich
jedoch auch Hinweise, dass ein Drei-Kompartiment-Modell zur Beschreibung
der Platinkonzentrationen im Ultrafiltrat denkbar ware®®.

Ausgehend von dieser Modellvorauswahl und der visuellen Inspektion der
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dezimalen und semilogarithmischen Darstellungen der Konzentrations-Zeit-
Verlaufe wurden Zwei- und Drei-Kompartiment-Modelle getestet. Die
Parametrisierung der Modelle erfolgte in allen Fallen ausschlieBlich auf der
Grundlage von Verteilungsvolumen und Elimination, also als Volumen und
Clearance.

Die Platin-DNA-Addukt-Bildung in den Leukozyten wurde anhand
verschiedener PD-Modelle untersucht. Neben den klassischen Modellen, wie
dem En.xModell, wurde auch das Target-Mediated-Drug-Disposition-Modell,
welches von Mager et al. zur Modellierung von Rezeptor-Bindungsprozessen
entwickelt wurde, gepriift'®®. Die Entscheidung fiir ein Modell wahrend der
Entwicklung und Optimierung wurde, wie in Kap. 3.3.3 erlautert, anhand der
Goodness-of-Fit-Abbildungen, der RSE der abgeschéatzten Parameter und der
AOFV getroffen.

Statistisches Modell

Um ein statistisches Modell in NONMEM® VI zu entwickeln, sind zwei
Herangehensweisen denkbar. Eine Moglichkeit besteht darin, das Modell
ausgehend von der einfachsten vorstellbaren Struktur durch sukzessives
Hinzufiigen von Elementen bzw. Parametern aufzubauen. Das Modell wird
dabei solange erweitert, bis keine signifikante Verbesserung, gemessen an
AOFV (s. Kap. 3.3.3), feststellbar ist. Auch der umgekehrte Fall wird bei der
Entwicklung geeigneter Modelle herangezogen. Ausgehend von einem
komplexen Modell mit vielen Parametern erfolgt eine Verfeinerung des
Modells, indem schrittweise Parameter entfernt werden. Auch hier werden
die in Kap. 3.3.3 beschriebenen Kriterien der Modellwahl angewendet und
das Modell so lange reduziert, bis eine signifikante Verschlechterung der
OFV festgestellt wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der zweite Ansatz
gewahlt. Zur Charakterisierung der IV wurde fur alle Parameter das
exponentielle Fehlermodell gewahlt. Eine mogliche Korrelation der
Parameter untereinander wurde durch Abschatzung der entsprechenden
Kovarianz in  NONMEM® VI und durch die Bestimmung des

Korrelationskoeffizienten geprtft. Da es sich um eine Mehrfachgabe von
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Oxaliplatin handelte, wurde auch die Implementierung eines Modells zu
Charakterisierung der 10V nach Karlsson et al. getestet!’?. Als Modelle fir die
Residualvariabilitat wurden additive, proportionale und kombinierte
Fehlermodelle geprift. Die einzelnen Submodelle wurden anhand
graphischer und statistischer Kriterien, wie in Kap. 3.3.3 beschrieben,

evaluiert.

Kovariatenmodell

Zunachst wurden die durch das Basismodell (Strukturmodell und
statistisches Modell) abgeschatzten individuellen Fixed-effect-Parameter bzw.
Random-effect-Parameter gegen die individuellen Werte der zu
untersuchenden Kovariaten graphisch aufgetragen. Dadurch war es moglich,
potentielle Kovariateneinflisse zu erkennen. Die Graphiken wurden mit dem
in R® integrierbaren Softwarepaket Xpose® (Version 4_4.0.3) erzeugt. Der
generelle Trend der Datenpunkte in den Darstellungen wurde unter
Verwendung der Loess-Funktion (Lokale Regression) kenntlich gemacht. Die
Loess-Funktion ist eine nicht-parametrische Methode der Kurvenanpassung,
man spricht auch von einer lokal gewichteten linearen Regression. Die
visuelle Inspektion dieser Abbildungen, aber auch Uberlegungen zu
moglichen physiologischen Zusammenhangen (z.B. Kreatininclearance als
moglicher Einflussfaktor auf die Platinclearance) fuhrten zu einer
Vorauswahl der in Frage kommenden Kovariaten.

Im zweiten Schritt wurde eine GAM-Analyse durchgeflhrt. Generalized-
Additive-Modelling (GAM) wurde von Mandela et al. zur A-priori-ldentifiaktion
moglicher wichtiger Kovariaten beschrieben!®®. Die GAM-Analyse ist mit
einer schrittweise multiplen, linearen Regression vergleichbar, jedoch nicht
beschrankt auf den linearen Modelltyp. Die GAM-Analyse wurde mit dem in
R® integrierbaren Softwarepaket Xpose® (Version 4_4.0.3) durchgefiihrt!®4,

In Xpose® wird fir die GAM-Analyse folgende allgemeine Form angenommen:

Pi =0, + i%gkl(xn) Gl. 3.37
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oo bezeichnet den Interzept, X, die I-te Kovariate des i-ten Individuums, und
g ist die Funktion, die den Kovariateneinfluss auf den Parameter Py
spezifiziert. Die Suche wurde nach einer festgelegten Reihenfolge durch
schrittweises Ein- und AusschlieBen moglicher Parameter-Kovariaten-
Zusammenhinge durchgefuhrt. Als Standard war dabei in Xpose® definiert:
1. kein Zusammenhang, 2. linearer Zusammenhang, 3. nicht-linearer
Zusammenhang in Form einer natirlichen kubischen Splinefunktion mit
internem Knoten (Breakpoint). Da bei dieser Methodik auch nicht-
hierarchische Modelle miteinander verglichen wurden, konnte die AOFV an
dieser Stelle nicht als Kriterium fur die Modellwahl herangezogen werden. Es
wurde stattdessen das Akaike-Informationskriterium (AIC, s. Kap. 3.6.3) zur
Modelldiskriminierung verwendet. Den Ausgangspunkt flr den nachsten
Schritt bildete jeweils das Modell, welches den niedrigsten AlIC-Wert ergab.
Die Suche war beendet, wenn das AIC nicht weiter minimiert werden konnte.
Die anhand der graphischen Inspektion, der Voruberlegungen und durch die
GAM-Analyse identifizierten Kovariaten wurden im dritten Schritt mit dem
Vorwartseinschluss-/Rickwartsausschlussverfahren  (forward  selection  /
backward elimination) direkt in NONMEM® V| getestet. Die Selektion der

Kovariaten und alle Entscheidungskriterien sind im Abb. 3.7 veranschaulicht.
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Zunachst wurden alle identifizierten Kovariaten nacheinander in das
Basismodell integriert. Die getesteten Kovariatenmodelle sind in Tab. 3.22
aufgefuhrt. Es wurde das Modelle gewahlt, welche die starkste und
signifikante Erniedrigung der OFV (AOFV > 3,84, df=1) aufwies, s. Kap.

3.3.3. Alle anderen Modelle werden verworfen.

Tab. 3.22 Kovariatenmodelle zur Selektion der Kovariaten in NONMEM®

Kontinuierliche Kovariaten

TVPK =0, -[1+0, - (X, X))

1. Lineares Modell Gl. 3.38
]
X. X
TVPK = 05 (T'
2. Potenzmodel X Gl. 3.39
Kategoriale Kovariaten
Oy Kategorie =k
TVPK = s s
1. , Gl. 3.40
0k * Oxn) Kategorie =n—k
X Median der Kovariate
Xi Kovariate des i-ten Individuums
op Typischer Wert der Population
Ox Kovariateneinfluss
Oxk Kovariateneinfluss der Kategorie k
Ox(n-k) Fraktion des Kovariateneinfluss der Kategorie (n-k)
n Anzahl der Kategorien

Dieser Prozess wurde solange fortgesetzt, bis keine signifikante
Verbesserung des Modells durch weitere Kovariatenintegration erreicht
werden konnte. Das so erhaltene Kovariatenmodell (full covariate modell)
bildete den Ausgangspunkt fur das RiUckwartsausschlussverfahren. Hierbei
wurde das Modell nun wieder schrittweise reduziert, also Kovariaten-
Parameter-Relationen entfernt. Dabei wurde jeweils das Modell beibehalten,
welches nicht zu einer signifikanten, d.h. AOFV > 10,83 (df=1, s. Kap. 3.3.3),
Verschlechterung des Modells fuhrte. Es wurde hierbei ein Signifikanzniveau
von p<0.001 gewéahlt. Alle anderen Modelle wurden verworfen. Auch dieses

Vorgehen wurde so lange weitergeflihrt, bis das Entfernen von Kovariaten
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stets zur signifikanten Verschlechterung des Modells fuhrte. Das so
erhaltene  Modell stellte das finale Kovariatenmodell dar. Das
Vorwartseinschluss-/Rickwartsausschlussverfahren wurde automatisiert mit
dem Softwarepaket PSN® (Lindbom et al.,, Version 2.3.1, 2008)

durchgefiihrt 191-193,

3.8.5 Modellevaluation

Evaluation und Diagnose stellten zentrale Punkte in der Entwicklung des
Populationsmodells dar. Hierflir standen verschiedene Techniken der
graphischen und statistischen Bewertung zur Verfligung. Im Rahmen dieser

Arbeit wurden die entwickelten Modelle hinsichtlich der

e QGute der Parameterschatzung,

e Robustheit der Parameterschatzung und

e Vorhersagekraft des Modells

uberpruft.

Bootstrapping

Um Richtigkeit und Prazision des entwickelten Modells abschatzen zu
konnen, wurde das Verfahren des Bootstrappings angewandt. Es handelt sich
dabei um eine Resampling-Methode, mit der man die Verteilung in der
Grundgesamtheit aus der vorliegenden Stichprobe ,rekonstruieren” kann!®4,
Hierbei wurden zundchst neue 1000 Datensatze durch ,Ziehen mit
Zurucklegen® aus dem Originaldatensatz gewonnen. Dabei entsprechen die
neuen Datensatze hinsichtlich ihrer GréBe dem Originaldatensatz. Die
Bootstrap-Analyse wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem Programm PsN®
(Lindbom et al., Version 2.3.1, 2008) durchgefuhrt!®®192 Fiur die neuen
Datensatze wurden die Modellparameter unter dem finalen Modell ermittelt.
Aus den Abschatzungen wurden der Bootstrap-Median, der Standardfehler
SE, der relative Standardfehler (RSE) sowie das 95 9%-Konfidenzintervall
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berechnet. Letzteres wurde aus dem 2,5 und 97,5 9%:-Perzentil der

Parameterverteilung bestimmt.

Case-Deletion-Diagnostics (CDD)

Um die Robustheit des entwickelten Modells zu Uberprifen, wurde die
Methodik  Case-Deletion-Diagnostics (CDD) angewendet. Mit dieser
Standardmethode lasst sich der Einfluss einzelner Individuen oder Gruppen
von Individuen auf die Abschatzung der Modellparameter beurteilen!®>. Alle
58 Individuen wurden zufallig in elf Gruppen eingeteilt, sodass jede Gruppe
etwa 10 9% der Population enthielt. AnschlieBend wurden die Gruppen 1 bis
11 nacheinander aus dem Originaldatensatz entfernt. Fir die elf neuen
Datensatze wurden jeweils die Modellparameter mit dem finalen Modell
ermittelt.

In einer weiteren Untersuchung wurde jeweils ein Individuum aus dem
Originaldatensatz entfernt. Fir die so erhaltenen 58 neuen Datensatze
wurden die Modellparameter ebenfalls erneut abgeschatzt. AbschlieBend
wurden die aus den reduzierten Datensatzen erhaltenen Modellparameter
mit denen des vollsténdigen Datensatzes und den dazugehdrigen 95 %:-

Konfidenzintervallen verglichen.

Visual-Predictive-Check (VPC)

Hinter dem visual predictive check (VPC) verbirgt sich eine Methode, mit
welcher sich die Vorhersagekraft des entwickelten Modells abschatzen lasst.
Hierbei werden graphisch die beobachteten Werte mit den
korrespondierenden, simulierten Werten verglichen. Mit Hilfe des VPC lasst

sich zeigen, ob das entwickelte Modell

e die Variabilitat der beobachteten Werte, aus welchen es hervorgeht,
wiedergibt und

e die zentrale Tendenz der beobachteten Werte simulieren kann.



MATERIAL UND METHODEN 101

Es wurden 1000 neue Datensatze, welche sich hinsichtlich der Datenanzahl,
der Zeitpunkte und der Anzahl der Patienten nicht vom Originaldatensatz
unterschieden, durch Simulationen, basierend auf den finalen
Parameterabschatzungen des entwickelten Modells, generiert. Dies erfolgte
mit Hilfe des Programms PsN®°1192  AnschlieBend wurden aus den
simulierten Daten Median, das 5 und 95 9%-Perzentil fir jeden Zeitpunkt

ermittelt und graphisch aufgetragen.
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4 Ergebnisse

4.1 Projekt I: Quantifizierung von Gallium in Vollblut, Plasma und

Urin

4.1.1 Messbedingungen und Temperaturprogramme

Die Analytik von Gallium mittels GF-AAS stellt eine besondere
Herausforderung dar, da es in biologischen Matrizes in Form leichtfllichtiger
Galliumsalze vorliegt oder wahrend der Analyse umgewandelt wird. Dadurch
geht bereits vor Erreichen der Atomisierungstemperatur Gallium in den
gasformigen Zustand Uber und damit verloren. Eine quantitative
Bestimmung von Gallium ist unter diesen Bedingungen nicht moglich. Um
den Analyten in der Probe zu stabilisieren und somit ausreichend hohe
Temperaturen fur die Veraschung und die Atomisierung zu ermdoglichen,
wurde Palladiumnitrat als chemischer Modifier zusammen mit der Probe
injeziert!’®,

Fiur die jeweiligen Methoden der einzelnen Matrizes wurde zunachst die
Veraschungstemperatur optimiert, um eine ausreichende Abtrennung der
Matrixbestandteile vom Analyten (Gallium) zu erzielen. Als optimale
Veraschungstemperatur wurde diejenige gewahlt, die ein ausreichend hohes
Absorptionssignal ergab. Die Untergrundabsorption sollte dabei so gering
wie moglich sein.

In einem zweiten Schritt wurde die Atomisierungstemperatur optimiert.
Hierfir wurde die vorher ermittelte Veraschungstemperatur fixiert und die
Atomisierungstemperatur schrittweise variiert. Die ermittelten
Elementabsorptionen sowie die Untergrundabsorptionen wurden in
sogenannten Ash/Atomise-Plots graphisch gegen die entsprechende
Veraschungs- bzw. Atomisierungstemperatur aufgetragen. Abb. 4.1 zeigt

einen charakteristischen Ash/Atomise-Plot.
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Abb. 4.1 Ash-/Atomise-Plot zur Optimierung des Temperaturprogramms
fur die Bestimmung von Gallium im Plasma (1+19)

—-e— Veraschungskurve Gallium, -©- Veraschungskurve
Untergrund
—o— Atomisierungskurve Gallium, -o- Atomisierungskurve
Untergrund

Flr Matrizes mit einem hoheren Anteil an Begleitstoffen, wie Plasma und
Vollblut, waren Veraschungstemperaturen von 1450 — 1500°C erforderlich
(s. Tab. 3.1 und Tab. 3.2 ). Aus Abb. 4.1 lasst sich fur die Verdinnung 1+19
im Plasma als optimale Veraschungstemperatur 1500°C ablesen. Durch die
starke Verdlinnung der Urinproben mit hoéheren Galliumkonzentrationen
konnte die Veraschungstemperatur im Vergleich um bis zu 500°C reduziert
werden (s. Tab. 3.3). Als Atomisierungstemperatur wurde fur alle Matrizes
2600 °C bestatigt. Im Anschluss an die Optimierung des Temperatur-
programms wurde die Konzentration des eingesetzten Palladiummodifiers
uberprift. Dabei wurde der Einfluss verschiedener Palladiumkonzentrationen
auf das Elementsignal sowie die Untergrundabsorption charakterisiert. Abb.
4.2 prasentiert exemplarisch die Ergebnisse einer solchen Untersuchung fur

Plasma in der Verdinnung 1+19.
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1.04

Absorption [AU]

Palladiumnitrat [pg]

Abb. 4.2 Abhangigkeit der Galliumabsorption von der
Palladiumnitratmenge; Absorptionssignale von 50 ug/L (e, O)
bzw. 200 pg/L (m, o) — Gallium-Absorption, --- Untergrund-
Absorption

In der Graphik lasst sich zunachst ein leichter Anstieg der Absorptionen
erkennen, der ab einer Palladiummenge von 10 pg/Injektion anschlieBend in
ein Plateau Ubergeht. Die initial verwendete Menge an Palladiumnitrat von

10 pg/Injektion wurde fur alle Matrizes bestatigt.

4.1.2 Probenaufarbeitung

Die Atomabsorptionsspektrometrie zeichnet sich durch eine hohe
Selektivitat aus. Eine Extraktion des Analyten ist durch die Verwendung
spezifischer Temperaturprogramme nicht erforderlich. Aufgrund der
komplexen  Zusammensetzung sowie der hohen Viskositat und
Oberflachenspannung biologischer Matrizes ist deren Modifikation bzw.
Aufschluss vor der Analyse unerlasslich. Um eine prazise und
reproduzierbare Injektion durch den Probengeber zu gewahrleisten sowie
eine gleichmafBige Verteilung der Proben im Graphitrohr und damit ein
optimales Trocknen der Probe zu erzielen, wurden sowohl Vollblut-, Plasma-
als auch Urinproben durch Zugabe von Salpetersdaure 659% (V/V) und

anschlieBende Inkubation bei 80 °C aufgeschlossen. Dabei variierte die
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Dauer der Inkubation je nach Matrix zwischen 30 min (Urin, Vollblut) und 50
min (Plasma). Die komplexere Matrix des Vollbluts, in der auch zellulare
Bestandteile vorhanden waren, machten diese drastischen Bedingungen
erforderlich. Durch den Aufschluss im Ultraschallbad konnten, im Vergleich
zur Aufarbeitung von Plasma, kirzere Aufschlusszeiten erreicht werden.

Aufgrund dieser Aufarbeitung der Proben konnten einerseits jeweils klare
Loésungen erhalten werden, die mit Wasser in den entsprechenden
Konzentrationsbereich verdinnt wurden. Andererseits wurden die Losungen
auf diese Weise direkt auf einen pH-Wert im sauren Bereich eingestellt, was
zu einer zusatzlichen Stabilisierung der Probe flhrte. Die detaillierte

Beschreibung der Probenaufarbeitung ist in Kap. 3.4.3 zu finden.

4.1.3 Methodenvalidierung

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden zur Bestimmung von
Gallium in Vollblut, Plasma und Urin wurden gemaf3 internationaler

Richtlinien validiert!®>,

Selektivitat

Die folgenden Spektrogramme (Abb. 4.3 bis Abb. 4.9) zeigen den letzten
Teil der Veraschungs- und die Atomisierungsphase. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung der Untergrundsignale

verzichtet.
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Abb. 4.7 Spektrogramme Urin flr den Kalibrierbereich
1 - 20 pg/L: A Galliumfreie Matrix, B Kalibrator 1 pg/L
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Abb. 4.8 Spektrogramme Urin flr den Kalibrierbereich
5-100 pg/L:A Galliumfreie Matrix, B Kalibrator 5 ug/L
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Abb. 4.9 Spektrogramme Urin flr den Kalibrierbereich
50 - 1000 pg/L: A Galliumfreie Matrix, B Kalibrator 50 pg/L

Die Selektivitat wurde durch den Vergleich der Spektrogramme der
galliumfreien, aufgearbeiteten Matrizes (Abbildungsteil A) mit denen der
niedrigsten Kalibratoren (Abbildungsteil B) untersucht.

Das Fehlen eines Signals in den Spektrogrammen der galliumfreien,
aufgearbeiteten Matrizes verdeutlicht die Selektivitat der entwickelten
Methoden. Dartber hinaus war im Zeitraum der Signalaufnahme von (115,0

- 123,6 s) eine storungsfreie Signalaufzeichnung erkennbar.

Stabilitat

Der Einfluss extremer Temperaturschwankungen von -80 °C (Tiefkihlung)
bis +25°C (Raumtemperatur) auf die Patientenproben der einzelnen
Matrizes sollte mit Hilfe dieser Untersuchung charakterisiert werden. Dazu
wurden ein, zwei und drei Einfrier-/Auftauzyklen untersucht. Als Referenz
wurde jeweils eine frisch aufgestockte und aufgearbeitete Losung der zu
untersuchenden Matrix verwendet. In Tab. 4.1 sind die Ergebnisse der

Untersuchung der Einfrier-/Auftaustabilitat zusammengefasst.
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Tab. 4.1 Einfrier-/Auftaustabilitat [%] der unaufgearbeiteten Proben tber
3 Zyklen (MW, n=3)

Konzentration

Matrix Zyklus 1 Zyklus 2 Zyklus 3
[ng/L] y y y
30 n.b. 108,2 110,4
Vollblut
900 n.b 95,8 96,6
15 88,5 89,4 92,5
Plasma
160 99,2 94,7 101,9
3 n.b. 95,4 114,8
Urin 50 100,5 101,2 101,7
800 102,9 99,2 100,3

n.b. nicht bestimmt

Die mittlere Wiederfindung in den einzelnen Zyklen betrug zwischen 88,5
und 114,8 9%. Es konnte gezeigt werden, dass der Einfrier-/Auftauprozess
keinen nennenswerten Einfluss auf die Stabilitat von Gallium in den
unaufgearbeiteten Proben hat. Die Aufarbeitung der Proben sowie die
Herstellung der Kalibratoren und QC-Proben erfolgten stets direkt vor der
Bestimmung der Proben. Da diese Proben und Losungen somit zu keinem
Zeitpunkt unterhalb Raumtemperatur gelagert wurden, konnte auf die
Bestimmung der Einfrier-/Auftaustabilitat fur diese Proben verzichtet

werden.

Um die Stabilitdét der Patientenproben vom Beginn des Aufarbeitungs-
prozesses bis zur Vermessung zu charakterisieren, wurde deren Stabilitat
bei Raumtemperatur untersucht. Die Abweichungen vom Wert 100 9%
(maximale Stabilitat) waren zufallig und wiesen keinerlei Tendenzen auf.
Insgesamt lagen die Abweichungen im Rahmen der Methodenprazision. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab. 4.2 aufgefihrt.
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Tab. 4.2 Stabilitat [%] von Gallium in unaufgearbeiteten Vollblut-,
Plasma bzw. Urinproben, gelagert bei Raumtemperatur (MW,

n=3)
. Konzentration Zeit [h]
Matrix
[ug/L] 1 2 3 4
30 101,2 90,2 93,7 103,2
Vollblut
900 107,5 101,4 104,5 98,9
15 96,0 107,7 104,5 99,4
Plasma
80 94 3 95,1 96,0 97,9
3 100,2 115,1 104,5 131,1
Urin 50 99,1 86,1 86,8 118,4
800 n.b. 101,3 102,3 97,8

n.b. nicht bestimmt

Die Stabilitat in der Messprobe, d.h. der aufgearbeiteten Probe, wurde Uber
einen Zeitraum von sechs Stunden untersucht. Dieser
Untersuchungszeitraum wurde gewahlt, um das Verhalten der Proben bei

vollbesetztem Autosampler zu simulieren.

Tab. 4.3 Stabilitéat [%] von Gallium in aufgearbeiteten Vollblut-, Plasma
bzw. Urinproben, gelagert bei Raumtemperatur — Autosampler-
stabilitat (MW, n=3)

Matri Konzentration Zeit [h]
atrix
[ng/L] 1 2 4 6
30 90,2 93,7 103,2 n.b
Vollblut
900 91,9 93,8 90,5 103,5
15 110,2 97,5 100,1 96,8
Plasma
80 101,4 104,9 n.b 89,2
3 103,5 97,0 102,5 103,3
Urin 50 101,3 98,1 115,4 110,4
800 90,8 101,2 101,6 96,4

n.b. nicht bestimmt
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Wie in Tab. 4.3 erkennbar, waren die Proben Uber den gesamten Unter-

suchungszeitraum stabil.

Wiederfindung

Mit der Untersuchung der Wiederfindung sollte der Einfluss der
Zusammensetzung der Matrix auf das Absorptionssignal untersucht werden.
Dafur wurden mindestens zwei Proben, die den gesamten Konzentrations-
bereich in jeder Matrix abdeckten, hergestellt, aufgearbeitet und vermessen.
Als Referenz wurden Galliumlésungen aquivalenter Konzentration in 1 %iger
HNOs (V/V) vermessen. Das nach GI. 3.1 berechnete Verhaltnis der

Absorptionssignale ist in Tab. 4.4 zusammengestellt.

Tab. 4.4 Wiederfindung [%] in Vollblut, Plasma and Urin (MW + SD, n=3)

Konzentration

[ug/L] Vollblut Plasma Urin

30 74,2 + 3,1 n.b. n.b.

900 98,8 £ 0,7 n.b. n.b.
s nb. 1006+65 nb.

80 n.b. 105,6 £ 10,0 n.b.
3 nb. nb. 495+06

50 n.b. n.b. 441 + 2,7

800 n.b. n.b. 87,6+0,8

n.b. nicht bestimmt

Die Ergebnisse zeigten erhebliche Abweichungen vor allem fur
hochkonzentrierte Matrizes wie Vollblut (1+9) und Urin (1+2) bzw. (1+9).
Diese Abweichungen konnten jedoch reproduzierbar mit einer RSD von
maximal 10 9% bestimmt werden. Die Kalibrierung erfolgte daher stets

matrixadaptiert.
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Messbereich und Bestimmungsgrenze

Fur die im Rahmen der Dosiseskalationsstudie zu KP46 generierten
Vollblut-, Plasma- und Urinproben war eine hohe Variabilitat der
Galliumkonzentrationen zu erwarten. Durch punktuelle Untersuchungen von
Proben, die sehr niedrige bzw. sehr hohe Konzentrationen aufwiesen, wurde
der Messbereich 1 bis 1000 pg/L Gallium definiert. Da bei der GF-AAS lber
einen solchen Konzentrationsbereich keine Linearitat gegeben ist, wurden
zwei  Kalibrierbereiche  definiert.  Proben, die auBerhalb  dieser
Konzentrationsbereiche lagen, wurden durch den automatischen Proben-
geber mit aufgearbeiteter Leermatrix verdinnt.

Richtigkeit und Prazision an der Bestimmungsgrenze wurden anhand von
sechs unabhangig voneinander erstellten und an sechs verschiedenen Tagen

vermessenen Kalibriergeraden ermittelt.

Tab. 4.5 Prazision (RSD) und Richtigkeit (RE) am LLOQ (MW, (n=6)

Konzentrationsbereich

Matrix [ug/L] LLOG [pg/L] RE [%] RSD [%]

10 - 100 10 8,4 7,5

Vollblut
100 - 1000 100 +4,7 5,7
5 - 100 5 -4 3 6,8

Plasma
10 - 200 10 -10,8 11,1
- 20 1 -4.5 0,2
Urin 5 - 100 5 +7,8 8,0
50 - 1000 50 +5,0 3,6

Wie in Tab. 4.5 zusammengefasst, konnte die Bestimmungsgrenze der
sieben Kalibrierbereiche mit einer Richtigkeit (RE) von -10,8 bis +7,8 9% und

einer Prazision (RSD) von 3,6 bis 11,1 9% bestimmt werden.
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Linearitat

Linearitat in den einzelnen Kalibrierbereichen wurde anhand von jeweils
sechs voneinander unabhangig  hergestellten und  vermessenen
Kalibriergeraden uberpriuft. Der Zusammenhang zwischen nominaler
Konzentration und der entsprechenden Absorption konnte durch eine lineare
Regression beschrieben werden. Als statistische GroBe zur Qualifizierung
des linearen Zusammenhangs wurde der Korrelationskoeffizient r bestimmt
sowie die Prazision, ausgedrickt als RSD, mit der die Korrelations-
koeffizienten in den einzelnen Serien (sechs unabhdngige Kalibriergeraden)
ermittelt wurden. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tab. 4.6

zusammengefasst.

Tab. 4.6 Linearitatskriterien der Kalibriergeraden fir die Bestimmung
von Gallium in Vollblut, Plasma und Urin (MW, n=6)

Konzentrations- Korrelationskoeffizient

Matrix bereich [pg/L] r RSD [%]
10 - 100 0,9984 0,11
Vollblut
100 - 1000 0,9992 0,08
5 - 100 0,9986 0,13
Plasma
10 - 200 0,9991 0,08
1 - 20 0,9988 0,12
Urin 5 - 100 0,9993 0,05
50 - 1000 0,9993 0,04

Die  Galliumbestimmung zeigte Linearitat in den untersuchten
Konzentrationsbereichen mit Korrelationskoeffizienten zwischen 0,9984 und
0,9993, die mit einer RSD von weniger als 0,15 9% bestimmt werden
konnten. Charakteristische Kalibriergerade mit 95 9%-Prognosebereich flr
die einzelnen Methoden sind in Abb. 4.10 bis Abb. 4.12 dargestellt.
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Vollblut (1+9)
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Abb. 4.10 Charakteristische Kalibriergeraden zur Bestimmung von Gallium

im Vollblut

— berechnete Kalibriergerade, --- 95 9% Prognosebereich

Plasma (1+9)
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Abb. 4.11 Charakteristische Kalibriergeraden zur Bestimmung von Gallium

im Plasma

— berechnete Kalibriergerade, --- 95 9% Prognosebereich
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Abb. 4.12 Charakteristische Kalibriergeraden zur Bestimmung von Gallium
im Urin

— berechnete Kalibriergerade, --- 95 9% Prognosebereich

Richtigkeit und Prazision

Insgesamt konnten alle untersuchten QC-Proben mit einer RSD von maximal
5,8 % bestimmt werden. Die Abweichungen der ermittelten Konzentrationen
von den Nominalkonzentrationen betrugen zwischen -7,2 und +11,1 %,. Die

Ergebnisse der Untersuchung der Within-day-Richtigkeit und Prazision sind
Tab. 4.7 zusammengestellt.



ERGEBNISSE 117

Tab. 4.7 Within-day-Richtigkeit (RE in 9%) und Prazision der Methoden zur
Bestimmung von Gallium in Vollblut, Plasma and Urin
(Spannweite)

Konzentrations-
bereich [pg/L] RE [%] RSD [%]
10 - 100 -13 - +54 +2,7 - +4,7
Vollblut
100 - 1000 +4.3 - +10,0 +2,1 - +4.8
5 - 100 2,3 - +1,0 +1,2 — +4,1
Plasma
10 - 200 52 - 28 +3,3 — +4,3
- 20 +3,2 - +5,6 +2,4 — +4,8
Urin 5 - 100 +7,4 - +11,1 +2,4 — 45,1
50 - 1000 -72 - -1,9 +2,0 - 45,8

Mit Hilfe der Between-day-Prazision wird die Reproduzierbarkeit der
Methoden Uber einen ldngeren Zeitraum charakterisiert. Tab. 4.8 und Tab.
4.9 zeigen die Ergebnisse zur Untersuchung der Between-day-Richtigkeit und

-Prazision.

Tab. 4.8 Between-day-Richtigkeit (RE in %) der Methoden zur
Bestimmung von Gallium in Vollblut, Plasma and Urin
(Spannweite)

Konzentrations-

Matrix bereich[pg/L] Kalibratoren QC-Proben
10 - 100 96 - +3,9 +5,3 - 49,1
Vollblut
100 - 1000 -144 - +2,6 +4,3 - +10,0
5 — 100 6,0 - +1,5 -59 - -39
Plasma
10 - 200 6,6 - +4,1 -0,4 - +19
1 - 20 42 - +43 2,7 - +6,7
Urin 5 - 100 -1,7 - +4,0 +5,7 - +6,7
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Tab. 4.9 Between-day-Prazision (RSD) der Methoden zur Bestimmung von
Gallium in Vollblut, Plasma and Urin (Spannweite)

Konzentrations-

Matrix bereich [pg/L] Kalibratoren QC-Proben

10 - 100 1,3 - 4,7 3,3 - 49

Vollblut
100 - 1000 0,8 - 5,1 46 - 57
5 - 100 2,2 - 12,6 32 - 66

Plasma
10 - 200 0,5 - 84 39 - 69
- 20 1,4 - 12,5 40 - 8§72
Urin 5 - 100 1,9 - 17,3 2,1 - 4,7
50 - 1000 1,3 - 15,6 35 - 90

Die an sechs verschiedenen Tagen vermessenen Kalibrator- sowie QC-Proben
konnten insgesamt mit einer RSD von 0,5 9% bis 17,3 9% bestimmt werden.
Erwartungsgemaf wurde eine grofBere Streuung im Vergleich zu den Within-
day-Untersuchungen festgestellt, wobei die Impréazisionen von 17,3 % und
15,6 % die Kalibratoren der niedrigsten Konzentration betrafen. Diese
Konzentrationen entsprachen jeweils dem LLOQ der entsprechenden
Methode. Die Between-day-Richtigkeit lag im Bereich der Within-day-
Richtigkeit.

Insgesamt wurden die geforderten Kriterien der FDA hinsichtlich Prazision
und Richtigkeit erfiillt!®°.

4.2 Projekt IlI: Quantifizierung von Ruthenium in Plasma und Urin

4.2.1 Messbedingungen und Temperaturprogramme

Analog dem Vorgehen zur Entwicklung der GF-AAS-Methoden zur
Bestimmung von Gallium in Vollblut, Plasma und Urin (s. Kap. 4.1.1)
wurden flr die verschiedenen Matrizes spezifische Temperaturprogramme
erarbeitet und schrittweise modifiziert. Als Atomisierungstemperatur wurde

fur alle Matrizes 2700 °C gefunden. Fur die Bestimmung von Ruthenium im
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Plasma erwies sich eine Veraschungstemperatur von 1500 °C als optimal.
Die optimierte Veraschungstemperatur flr die Bestimmung von Ruthenium
im Urin betrug 1600 °C. Insgesamt dauerte ein Messvorgang 146,7 s.
Detaillierte Aufstellungen der Temperaturprogramme sind den Tab. 3.10

und Tab. 3.11 zu entnehmen.

4.2.2 Probenaufarbeitung

Im Gegensatz zu Gallium ist Ruthenium nicht leicht flichtig und bedarf
keiner Stabilisierung der Probe. Fiur die Bestimmung von Ruthenium war
daher die Verwendung chemischer Modifier nicht notwendig. In Anlehnung
an die Bestimmung von Platin in biologischen Matrizes konnte durch
Verdinnen der Plasmaproben mit 1 9%iger Triton-X-Losung eine gute
Injizierbarkeit sowie Spreitung im Graphitrohr erreicht werden’°,

Die Urinproben wurden zunachst zentrifugiert, um den Niederschlag, der in
unterschiedlichem Ausmafl3 in den Patientenproben vorhanden war, zu
entfernen. Das Abzentrifugieren dieses Niederschlages war erforderlich, da
dieser einerseits die Pipettierbarkeit und Injizierbarkeit der Proben
beeinflusste und sich andererseits auch im Injektor des Autosamplers
ablagerte. Da im Niederschlag kein Ruthenium nachgewiesen wurde, konnte
der Uberstand zur Quantifizierung herangezogen werden. Dieser wurde dazu
mit 6,5 %iger Salpetersaure in den entsprechenden Konzentrationsbereich
verdinnt. Im Kap. 3.5.2 findet sich eine ausfuhrliche Beschreibung der
Probenaufarbeitung fir die Quantifizierung von Ruthenium sowohl im

Plasma als auch im Urin.

4.2.3 Methodenvalidierung

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden zur Bestimmung von
Ruthenium in Plasma und Urin wurden gemal internationalen Richtlinien

validiert!®>,
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Selektivitat

Der Vergleich der Spektrogramme (Abb. 4.13 bis Abb. 4.18) nach
rutheniumfreier aufgearbeiteter Matrizes (Abbildungsteil A) und der jeweils
niedrigsten Kalibratoren (Abbildungsteil B) spiegelt die hohe Selektivitat der
GF-AAS-Methoden wider.

0,03

0,02

Absorption [AU]

Absorption [AU]

Zeit [s]
Abb. 4.13 Spektrogramme Plasma fir den Kalibrierbereich
30 - 300 pg/L: A Rutheniumfreie Matrix, B Kalibrator 30 pg/L
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Absorption [AU]

Absorption [AU]

Abb. 4.14 Spektrogramme Plasma fir den Kalibrierbereich
300 - 3000 pg/L: A Rutheniumfreie Matrix,
B Kalibrator 300 ug/L

0,03
0,027

Absorption [AU]

Absorption [AU]

Abb. 4.15 Spektrogramme Plasma fir den Kalibrierbereich
3000 - 60000 pg/L: A Rutheniumfreie Matrix,
B Kalibrator 3000 pg/L
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Absorption [AU]

Absorption [AU]

Abb. 4.16 Spektrogramme Urin flir den Kalibrierbereich
3 - 60 pg/L: A Rutheniumfreie Matrix, B Kalibrator 3 pg/L

0,03
0,027

Absorption [AU]

Absorption [AU]

Zeit [s]
Abb. 4.17 Spektrogramme Urin flr den Kalibrierbereich
60 - 1200 pg/L: A Ruthenium-freie Matrix, B Kalibrator 60 pg/L
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Absorption [AU]

Absorption [AU]

122,0 124,0 126,0 128,0 128,7
Zeit [s]

Abb. 4.18 Spektrogramme Urin flr den Kalibrierbereich
1200 - 24000 pg/L: A Rutheniumfreie Matrix,
B Kalibrator 1200 ug/L

Wahrend der Signalaufzeichung im Zeitraum von der 122,0 bis 128,7 s

waren keine Stérsignale erkennbar.

Stabilitat

Mit der Untersuchung der Einfrier-/Auftaustabilitat der unaufgearbeiteten
Proben sollte der Einfluss groBer Temperaturschwankungen zwischen
Lagerung (=80 °C) und Bestimmung (25 °C/Raumtemperatur) uberpruft
werden. Als Referenz diente jeweils eine frisch hergestellte Probe, die in der
Zusammensetzung den zu untersuchenden Proben entsprach. Es wurden
ein, zwei und drei Einfrier-/Auftauzyklen untersucht. Die Ergebnisse der

Untersuchungen sind in Tab. 4.10 zusammengefasst.
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Tab. 4.10 Einfrier-/Auftaustabilitdt der beschriebenen Methoden (MW,

n=3)

Matrix Konzentration Zyklus 1 Zyklus 2 Zyklus 3

[ug/L]

200 98,5 99,6 94,5

Plasma

50000 96,9 103,6 99,1
o 9 108,3 106,4 109,1

rin
20000 96,6 95,6 96,2

Es konnte kein nennenswerter Einfluss durch wiederholtes Einfrieren und
Auftauen auf die Stabilitat des Analyten in den Proben beobachtet werden.
Die Stabilitat schwankte fir alle Matrizes im Bereich von 94,5 9% und
109,1 %. Die Abweichungen lagen im Rahmen der Methodenprazision.

Die Aufarbeitung der Proben sowie die Herstellung der Kalibratoren und QC-
Proben erfolgten stets direkt vor deren Bestimmung. Da diese Proben und
Losungen somit zu keinem Zeitpunkt unterhalb der Raumtemperatur
gelagert wurden, konnte auf die Bestimmung der Einfrier-/Auftaustabilitat
fur diese Proben verzichtet werden.

Durch die Uberpriifung der Stabilitat von Ruthenium in unaufgearbeiteten
Proben bei Raumtemperatur wurde der Zustand vom Auftauen bis zur

Probenaufarbeitung charakterisiert.

Tab. 4.11 Stabilitat [%] von Ruthenium in unaufgearbeiteten Plasma- bzw.
Urinproben, gelagert bei Raumtemperatur (MW, n=3)

Matri Konzentration Zeit [h]
atrix
[ng/L] 0,5 1 2 4 6 8

- 200 103,6 102,9 102,3 103,2 100,8 101,9

asma

50000 103,3 101,0 104,1 102,7 104,3 104,9

Uri 10 105,2 100,7 106,4 108,9 112,8 124,3

rin
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An den in Tab. 4.11 zusammengefassten Ergebnissen ist erkennbar, dass
auch die Lagerung der unaufgearbeiteten Proben bei Raumtemperatur ohne
Einfluss war. Die Abweichungen von -6,1 % bis 12,8 % lagen im Rahmen der

Methodenprazision.

Tab. 4.12 Stabilitat [%] von Ruthenium in aufgearbeiteten Plasma- bzw.
Urinproben, gelagert bei Raumtemperatur - Autosampler-
Stabilitat (MW, n=3)

. Konzentration Zeit [h]
Matrix
[pg/L] 0,5 1 2 4 6 8
100 100,2 100,9 98,6 101,0 102,4 103,3
Plasma
50000 92,8 98,5 108,7 112,2 111,1 103,7
Ur 10 102,9 101,7 109,1 104,0 104,8 108,8
rin
20000 101,3 99,7 101,4 103,5 108,2 104,2

In Tab. 4.12 finden sich die Ergebnisse der Untersuchung zur Stabilitat der
aufgearbeiteten Proben wahrend des Messvorgangs, d.h. wahrend ihrer
Lagerung auf dem Autosampler. Flir den Beobachtungszeitraum von acht

Stunden ist ausreichende Stabilitat gewahrleistet.

Wiederfindung

Mit der Untersuchung der Wiederfindung wurde der Einfluss der
Probenmatrix auf das Messsignal charakterisiert. Hierbei wurden
aufgearbeitete Proben der einzelnen Matrizes gegen wassrige Losungen
aquivalenter Rutheniumkonzentrationen vermessen. Tab. 4.13 fasst die

Ergebnisse zusammen.
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Tab. 4.13 Wiederfindung [%] in Plasma and Urin (MW % SD, n=3)

Konzentration

[ug/L] Plasma Urin
10 118,2 + 3,1 n.b
25 102,9 + 2,3 n.b.
9 n.b. 166,6 + 8,1
30 n.b. 170,4 + 14,3
50 n.b. 176,9 £+ 22,6

n.b. nicht bestimmt

Die Zusammensetzung der Matrix hat einen deutlichen Einfluss auf die
Signalhohe. So konnten mit steigendem Salpetersdureanteil hohere Signale
beobachtet werden. Wiederfindungsraten zwischen 103 und 118 9% im
Plasma sowie zwischen 167 und 177 9% im Urin machen eine

matrixadaptierte Kalibrierung unerlasslich.

Messbereich und Bestimmungsgrenze

Im Rahmen der Studie zur Charakterisierung der Pharmakokinetik von
KP1019 waren Rutheniumkonzentrationen zu erwarten, die sich lber einen
Bereich von 30 - 60000 pg/L im Plasma und 3 - 24000 pg/L im Urin
erstreckten. Da flr derart groBe Konzentrationsbereiche bei der GF-AAS
keine Linearitat zu erwarten war, wurden drei Arbeitsbereiche definiert. Der
Zusammenhang zwischen den nominalen Konzentrationen und den
entsprechenden  Absorptionen  wurde  mittels linearer Regression
beschrieben. Fir Kalibrierbereiche, die einen Faktor von 20 umfassten, war
Varianzenhomogenitat nicht gegeben. Daher wurde fur die Bestimmung von
Ruthenium in den beschriebenen Matrizes Plasma und Urin ein
Wichtungsfaktor (1/Konzentration) angewendet.

Als LLOQ wurde fur die einzelnen Matrizes jeweils die untere Grenze der
Arbeitsbereiche bestatigt. Tab. 4.14 zeigt die Ergebnisse hinsichtlich
Richtigkeit und Prazision.
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Tab. 4.14 Prazision (RSD) und Richtigkeit (RE) am LLOQ (MW+SD, n=6)]

o Momeone W00 peg s
30 - 300 30 -10,1 9,8
Plasma 300 - 3000 300 -3,9 3,5
3000 - 60000 3000 -4.4 5,4
- 3 -6 3 +166 32
Urin 60 - 1200 60 +16,6 4,2
1200 - 24000 1200 +19,9*% 3,7
*n=5

Es konnte gezeigt werden, dass das jeweilige LLOQ mit hinreichender

Prazision und Richtigkeit erfasst werden konnte.

Linearitat

Insgesamt wurden je sechs Kalibriergeraden in den einzelnen Matrizes und
Arbeitsbereichen flr die Begutachtung der Linearitat ausgewertet. (s. Tab.
4.15)

Tab. 4.15 Linearitatskriterien der Kalibriergeraden fur die Bestimmung
von Ruthenium in Plasma und Urin (MW, n=6)

Konzentrations- Korrelations-

Matrix bereich [ug/L] koeffizient r RSD [%]
30 - 300 0,9996 0,02
Plasma 300 — 3000 0,9992 0,06
3000 — 60000 0,9995 0,02
””””””””””””””” 3-60 0991 o015
Urin 60 — 1200 0,9991 0,14
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Die mittleren Korrelationskoeffizienten, die zwischen 0,9991 und 0,9996
lagen, konnten mit einer RSD von maximal 0,15 % reproduzierbar ermittelt
werden. Die Abb. 4.19 und Abb. 4.20 zeigen charakteristische

Kalibriergeraden mit 95 %-Prognosebereich fir die einzelnen Matrizes.

Plasma (1+9) Plasma (1+99)
0.14 0.14
0.12- 2 0.124
% 0.104 % 0.104
_5 0.084 _E 0.084
g— 0.06- g 0.064
[72] (2]
2 0.04- 2 0.04+
0.024 0.024
0.00 . . 0.00 . T
0 100 200 300 0 1000 2000 3000
Konz. [pg/L] Konz. [ug/L]

Plasma (14+999)
0.25

Absorption [AU]

o © o o
@) = = ()
T 2 9 2

0.00

T T
0 20000 40000 60000

Konz. [pg/L]

Abb. 4.19 Charakteristische Kalibriergeraden zur Bestimmung von
Ruthenium im Plasma (Verdinnung 1+9 und 1+99 ungewichtet,
Verdinnung 1+999 Wichtung 1/x)

— berechnete Kalibriergerade, --- 95 9%-Prognosebereich
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Abb. 4.20 Charakteristische Kalibriergeraden zur Bestimmung von
Ruthenium im Urin (Wichtung 1/x)
— berechnete Kalibriergerade, --- 95 %-Prognosebereich

Richtigkeit und Prazision

Die QC-Proben, die je Konzentration und Methode sechsmal unabhangig
voneinander am selben Tag hergestellt und aufgearbeitet wurden, konnten
mit einer Richtigkeit (RE) von -15,1 bis +10,0 9% bestimmt werden. Die
Impréazision (RSD) lag bei allen Experimenten unter 10,9 9%. Auch die
jeweiligen Kalibratoren konnten mit einer Richtigkeit bestimmt werden, die

den Anforderungen der geltenden Richtlinien entsprach. Die Tab. 4.16 und
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Tab. 4.17 fassen die Ergebnisse der Untersuchungen zur Within-day-

Richtigkeit und -Prazision zusammen.

Tab. 4.16 Within-day-Richtigkeit (RE in %) der GF-AAS-Methoden zur
Bestimmung von Ruthenium in Plasma and Urin (Spannweite)

Konzentrations-

Matrix bereich [pg/L] Kalibratoren QC-Proben
30 - 300 -11,4 - +6,0 -15,1 - -12,3
Plasma 300 - 3000 54 - +2,0 -12,8 - +3,1
3000 - 60000 -3,8 - +3,3 +0,4 - +10,0
- 3-6e 48 - +65 54 - 422
Urin 60 - 1200 -2,1 - +1,5 -8,0 - +3,7
1200 - 24000 -1,3 - +0,8 -1,0 - +4,0

Tab. 4.17 Within-day-Prazision (RSD in 9%) der GF-AAS-Methoden zur
Bestimmung von Ruthenium in Plasma and Urin (Spannweite)

Konzentrations-

Matrix bereich [ug/L] Kalibratoren QC-Proben
30 - 300 n.b. 7,2 - 9]1
Plasma 300 - 3000 n.b. 1,0 - 10,9
3000 - 60000 n.b 32 - 5,3
”””””””””””””””””””””””” 3-60 b 33 - 67
Urin 60 - 1200 n.b 06 - 24
1200 - 24000 n.b. 10 - 29
n.b. nicht bestimmt

Die Ergebnisse der Untersuchung zur Between-day-Richtigkeit und Prazision

sind in den Tab. 4.18 und Tab. 4.19 zusammengestellt.
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Tab. 4.18 Between-day-Richtigkeit (RE 9%) der GF-AAS-Methoden zur
Bestimmung von Ruthenium in Plasma and Urin (Spannweite)

Konzentrations-

Matrix bereich [pg/L] Kalibratoren QC-Proben
30 - 300 -1,8-+0,9 -7,6 -+0,8
Plasma 300 - 3000 -7,3-+3,1 -5,4-+5,3
3000 - 60000 -2,9-+2,2 -7,0-+1,3

- 3_-6e 45-+70 - 42-+06
Urin 60 - 1200 -2,3-+3,5 -2,9--0,8
1200 - 24000 +2,3-42,1 +0,1 -+2,1

Tab. 4.19 Between-day-Prazision (RSD) der GF-AAS-Methoden zur
Bestimmung von Ruthenium in Plasma and Urin (Spannweite)

Konzentrations-

Matrix bereich [ug/L] Kalibratoren QC-Proben

30 - 300 0,7-4,2 1,7-6,9

Plasma 300 - 3000 0,7-5,9 3,5-6,8

3000 - 60000 1,1-3,3 2,4 -54
’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’ 3 -60  12-70  23-52

Urin 60 - 1200 2,1-4,3 1,4-2,7

1200 - 24000 2,0-5,9 29-7,1

Die Abweichung der zurlckgerechneten Konzentrationen der Kalibratoren
von ihren nominalen Konzentrationen betrug fur alle Matrizes zwischen —
7,3 % und +7,0 % (RE) und erflullte somit die Anforderungen der FDA. Ein
ahnliches Bild ergab sich fur die QC-Proben, die mit RE zwischen -7,6 und
+5,3 % innerhalb der geforderten +15 9% lagen. Auch die Anforderungen in
Bezug auf die Prazision wurden erfillt. So wurden die QC-Proben mit

maximal 7,1 9% und die Kalibratoren mit maximal 7,0 9%, RSD bestimmt.
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4.3 Projekt lll: Pharmakokinetik von KP46

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die pharmakokinetischen Eigenschaften
von KP46 in Plasma, Vollblut und in Urin untersucht. KP46 ist ein per oral
applizierbarer Galliumkomplex und wurde bezogen auf die Korperoberflache
dosiert. Insgesamt wurden sieben Patienten in der in Kap 3.6 beschriebenen
Dosiseskalationsstudie behandelt und erhielten KP46 in Form Uberzogener
Tabletten in den Starken 10, 20 und 30 mg. Die Dosis wurde gemaf3
Protokoll im Bereich von 30 bis 480 mg/m? KP46 bzw. 4,17 bis
66,81 mg/m? Gallium eskaliert. Als Folge der Dosiseskalation stieg die
Anzahl der einzunehmenden Tabletten auf bis zu 35 Tabletten. Tab. 4.20

fasst die verabreichten Dosen und Tablettenanzahl zusammen.

Tab. 4.20 Individuelle Dosierungen von KP46 und Gallium der im Rahmen
der Studie behandelten Patienten 1-7

Patient Dosis KP46/BSA Dosis KP46 Dosisganium Anzahl der

(mg/m?) (mg) (mg) Tabletten
1 30 60 8,33 6
2 30 50 6,94 5
3 30 50 6,94 5
4 60 90 12,495 8
5 120 220 30,54 8
6 240 440 61,09 15
7 480 900 124,95 35

BSA Korperoberflache (body surface area)

Die maximal tolerierbare Dosis, die den primaren Endpunkt der in Kap. 3.6
beschriebenen Studie darstellte, konnte nicht ermittelt werden, da eine
weitere Dosiseskalation nicht praktikabel war. Fur den sekundaren
Endpunkt, die Charakterisierung der Pharmakokinetik von KP46, wurden
insgesamt 178 Plasmaproben, 95 Vollblutproben und 58 Urinproben
gesammelt und mit Hilfe der in Kap. 3.4 beschriebenen, validierten GF-AAS-

Methoden quantifiziert. Die Kriterien der Validierung konnten auch unter der
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Routineanwendung eingehalten werden. Da mit Hilfe der GF-AAS eine
Differenzierung der einzelnen galliumhaltigen Verbindungen bzw. Spezies
nicht moglich ist und die ermittelten Konzentrationen daher den die
Gesamtgalliumkonzentration darstellen, beziehen sich die im folgenden
aufgefihrten pharmakokinetischen Parameter immer auf das gesamt in der

jeweiligen Matrix vorhandene Gallium.

4.3.1 HKonzentrations-Zeit-Profile

Insgesamt wurden jedem Patienten 14 Dosen KP46 in einem Dosierungs-
intervall von 24 Stunden verabreicht. Das detaillierte Dosierungs- und
Probenentnahmeschema wird in Kap. 3.6 beschrieben. Die Konzentrations-
Zeit-Profile im Plasma nach der ersten und der letzten KP46-Gabe sind in
Abb. 4.21 dargestellt.

1000+

100+

Ga-Konzentration [ug/L]
o
1

0.1 i T T T T 1 T T T 1
0 5 10 15 20 300 400 500 600 700

Zeit nach Beginn der Therapie [h]
—&— Patient 1 [30 mg/m?]
—e— Patient 2 [30 mg/m?]
—&- Patient 3 [30 mg/m?]

—— Patient 4 [60 mg/m?] —e— Patient 6 [240 mg/m?]
—— Patient 5 [120 mg/m?] —~— Patient 7 [480 mg/m?]

Abb. 4.21 Individuelle Galliumkonzentrations-Zeit-Verlaufe im Plasma aller
Patienten nach der ersten und letzten KP46-Gabe [T KP46-
Gabe; LLOQ: Bestimmungsgrenze)
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Die Punkte entsprechen den gemessenen Konzentrationen. Zusatzlich
wurden die theoretischen Dosierungszeitpunkte als Pfeile sowie das LLOQ
als gestrichelte Linie aufgetragen. Die individuellen graphischen Dar-
stellungen befinden sich in Anhang A. Abb. 4.22 stellt exemplarisch den

Galliumkonzentrations-Zeit-Verlauf im Plasma dem im Vollblut gegeniiber.

100+
80+
60+

40-

Ga-Konzentration [ug/L]

204

04@:;\1 A

T T T T 1
0 5 10 15 20 25 400 500 600 700
Zeit nach Beginn der Therapie [h]

Abb. 4.22 Galliumkonzentrations-Zeit-Verlauf in Vollblut und Plasma nach
der ersten und letzten Gabe von 60 mg/m? KP46

Aus Abb. 4.22 lasst sich erkennen, dass sich die Konzentrations-Zeit-
Verlaufe von Gallium in Vollblut und Plasma nur geringflgig unterscheiden.
Die Konzentrationen im Vollblut sind geringer als im Plasma, was auf einer
geringeren Verteilung von Gallium in die korpuskularen Bestandteile des
Vollblutes hindeutet. In beiden Matrizes traten in Abhangigkeit von der
verabreichten Dosis Lag-Zeiten von bis zu 4 h auf. Die maximalen
Konzentrationen (C,) in Plasma und Vollblut betrugen zwischen 2,3 und
83,0 pg/L bzw. 1,02 und 62,2 uyg/L nach der ersten Applikation. Der
deutlich erkennbare flache Verlauf der Galliumkonzentration in Plasma und
Vollblut lassen auf eine langsame Elimination von Gallium schlie3en, sodass
die Kumulation nach Mehrfachgabe sehr ausgeprégt ist. Die C,.-Werte nach
der 14. Applikation entsprechen teilweise dem Zehnfachen, verglichen mit
denen der ersten Applikation. Nach Erreichen von C.. fallen die

Konzentrationen sowohl im Plasma als auch im Vollblut langsam wieder ab,
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dabei zeigen die Patienten ein sehr heterogenes Bild. Auffallig ist, dass die
Patienten 5 und 6 nach der letzten Applikation C.-Werte im Bereich der
Patienten 1 bis 3 aufwiesen, obwohl sie die drei bzw. vierfache Dosis im
Vergleich zu den Patienten 1 bis 3 erhielten.

Die Ausscheidung im Urin scheint eine untergeordnete Rolle bei der
Elimination von Gallium zu spielen. Die kumulativ im ersten
Dosierungsintervall ausgeschiedenen Galliummengen waren mit weniger als
1 9% der applizierten Dosis verschwindend gering, wobei die fehlenden
Kenntnisse bezlglich der KP46-Bioverfugbarkeit die Beurteilung dieser

Daten limitieren.

4.3.2 Individuelle Pharmakokinetik

Aufgrund der geringen Patientenzahl und den sehr heterogenen
Konzentrations-Zeit-Verlaufen wurden die pharmakokinetischen Parameter
im Plasma und Vollblut mittels nicht-kompartimenteller Datenanalyse
abgeschatzt. Diese wurde unter der Verwendung von WinNonlin®
Professional (Pharsight Corporation, Version 5.0.1, 2005) durchgefihrt. Die
pharmakokinetischen Parameter in Plasma, Vollblut und Urin wurden jeweils
fur die erste und die letzte KP46-Gabe getrennt ermittelt. In Tab. 4.21 und
Tab. 4.22 sind die ermittelten pharmakokinetischen Parameter im Plasma
nach der ersten Gabe zusammengestellt. Darlber hinaus beinhaltet Tab.
4.21 die Ergebnisse zur renalen Elimination, die gemal3 den in den
Gleichungen Gl. 3.9 und GI. 3.10 (s. Kap. 3.3.1) beschriebenen Zusammen-
hédngen berechnet wurden. Da sich nach der ersten KP46-Gabe ein Teil der
Galliumkonzentrationen im Plasma unterhalb des LLOQ befand, konnten die
pharmakokinetischen Parameter nur fur die Patienten 2, 3, 4 und 7
berechnet werden. Die terminale Halbwertszeit t;,,, wurde unter Berlck-
sichtigung von mindestens drei terminalen Zeitpunkten ermittelt. Jedoch
wurde ti,,, vermutlich deutlich unterschatzt, da wie aus der graphischen
Darstellung (Abb. 4.21) zu erkennen ist, der Konzentations-Zeit-Verlauf sehr

durch die nachste Dosierung abgeschnitten wird.
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Tab. 4.21 Pharmakokinetische Parameter von Gallium in Plasma und Urin
nach der ersten Gabe von KP46

60 120% 240 480
mg/m? mg/m* mg/m?* mg/m?

Pat. 1 Pat.2 Pat.3 Pat.4 Pat. 5 Pat. 6 Pat. 7

30 mg/m?

Crnax [Mg/L] 155 115 55 104 135 23 830
[A“Ug_cﬁff]“l 3636 99,1 793 1709 574 436 12830
AUC.. [pug-h/L]} n.a. 162,1 102,5 315,0 n.a. n.a. 3619,6
CL/F [L/h]! na. 428 67,7 397 na  na 345
t1/2, [h]* n.a. 18,8 9,9 19,3 n.a. n.a. 29,0
V2/F [L]! na. 11635 9661 1101,8 n.a.  na 14444
CLg [L/hT" nb. 0095 0,206 0034 nb  nb 0,031
Rel. U.[%]" n.a. 0,222 0,304 0,086 n.a. n.a. 0,090

1
#

Galliumkonzentrationen im Plasma unterhalb des LLOQ wurden nicht herangezogen

unvollstandige Urinsammlung

n.b. nicht berechnet, aufgrund fehlender Plasmakonzentrationen am Ende des Intervalls
oder Galliumkonzentrationen im Urin waren unterhalb der Bestimmungsgrenze

n.a. nicht abgeschatzt, da A, nicht ermittelt werden konnte

* to — t,, Intervall der kontinuierlichen Urinsammlung

relative ausgeschiedene kumulative Menge bezogen auf die erste Dosis

*%

Das terminale Verteilungsvolumen V,/F mit Werten zwischen 966,1 und
1444 4 | wies eine relativ geringe Variabilitat (17 % RSD) auf. Auch die
ermittelten Werte fir CL/F zeigten unter Berlcksichtigung des geringen
Stichprobenumfangs mit 31 % RSD eine geringe bis moderate Variabilitat.
Die in Abb. 4.21 erkennbaren parallelen Verlaufe der terminalen Phasen
konnten auf lineare Eliminationsprozesse hinweisen. Dem stehen auf den
ersten Blick die Ergebnisse der pharmakokinetischen Parameter, die nach
der 14. Gabe von KP46 ermittelt wurden, entgegen. Sie sind in Tab. 4.22
zusammengefasst. Fur V,/F wurden Werte zwischen 1468 L bis 24300 L
ermittelt. Fur die Patienten 2, 3, 4 und 7, fur die die pharmakokinetischen
Parameter nach der ersten Applikation ermittelt werden konnten, wurden
nach der 14. Applikation deutlich abweichende V,/F-und CL/F-Werte
ermittelt. Betrachtet man t;,5, nach der 14. Gabe, wurden bis zu 20mal

hohere Werte bestimmt als nach der ersten Gabe. Durch den langeren
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Beobachtungszeitraum lie3 sich die Halbwertszeit mit einer gréBeren
Sicherheit bestimmen. Die deutlich langere t;,,, spiegelt sich in einer

deutlich kleineren CL/F und einem hoheren V,/F wider.

Tab. 4.22 Pharmakokinetische Parameter von Gallium in Plasma und Urin
nach der 14. Gabe von KP46

60 120 240 480
mg/m* mg/m> mg/m?* mg/m?

Pat. 1 Pat. 2 Pat.3 Pat. 4 Pat. 5 Pat. 6 Pat. 7

30 mg/m?

Crnax [Mg/L] 25,0 9,7 37,7 92,1 14,3 26,1 392,0
AUCo24n 3843 87,1 6386 16570 291,9 6132 85531
[Hg-h/L]

CL/F [L/h]* 21,7 79,7 10,9 7,5 104,6 99,6 146

t1/2.[h]* 198,0 433,2 93,7 210,0 141,5 169,1 130,8
V,/F [L]} 6193 49821 1469 2285 21353 24300 2756

CLg [L/h] n.b. 0,145 0,033 0,098 n.b. 0,045 0,046
! Galliumkonzentrationen im Plasma unterhalb des LLOQ wurden nicht herangezogen

# unvollstandige Urinsammlungen

n.b. nicht berechnet, aufgrund fehlender Plasmaproben am Ende des
Urinsammlungsintervalls oder Galliumkonzentrationen < LLOQ
to — t;, Intervall der kontinuierlichen Urinsammlung

*

Ingesamt weisen die Parameter, die nach der 14. Gabe ermittelt wurden,
eine groBere Variabilitat auf. Bei genauerer Betrachtung der Werte lassen
sich zwei Gruppen erkennen, die in Tab. 4.22 verschieden farbig unterlegt
sind. Mit einem Mann-Whitney-U-Test (Rangsummentest flr ungepaarte
Stichproben) wurde der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
hinsichtlich CL/F und V,/F als signifikant (p=0,029) festgestellt.

Neben den Galliumkonzentrations-Zeit-Verldufen im Plasma standen auch
Galliumkonzentrations-Zeit-Verldufe im Vollblut von drei Patienten zur
pharmakokinetischen Datenanalyse zur Verfuigung. Die Tab. 4.23 und Tab.
4.24 fassen die pharmakokinetischen Parameter analog zu der im Plasma

fur die erste und 14. Gabe getrennt zusammen.
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Tab. 4.23 Pharmakokinetische Parameter in Vollblut nach der ersten Gabe

von KP46
30 mg/m? 60 mg/m? 480 mg/m?

(Pat. 3) (Pat. 4) (Pat. 7)
Crnax [Mg/L] 1,02 2,63 62,2
tmax [h] 7,92 6,13 6,08
AUCo.24n [ugh/L] n.b. 16,09 967,34
CL/F [L/h] n.b. 262,50 42,01
t1/22 [h] n.b. 10,57 31,63
V./F [L] n.b. 4002,41 1917,08

n.b. nicht berechnet

Tab. 4.24 Pharmakokinetische Parameter in Vollblut nach der 14. Gabe

von KP46
30 mg/m? 60 mg/m? 480 mg/m?

(Pat. 3) (Pat. 4) (Pat. 7)
Crnax [Mg/L] 27,48 69,88 316,18
tmax [O] 2,02 8,33 8,70
AUCo.24n [ugh/L] 466,50 1472,13 6847,55
CL/F [L/h] 14,88 8,49 18,25
t1/2az [h] 151,23 197,86 116,59
V,/F [L] 3245,67 2422,84 3069,19

Es zeigte sich, dass sich V,/F, CL/F und t;,, ), in etwa der im Plasma
gefundenen GroBenordnung bewegten. Das spricht fir eine fehlende
Kumulation von KP46 bzw. Gallium in den zellularen Bestandteilen des

Blutes, wie den Erythrozyten.
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4.3.3 Dosislinearitat

Abb. 4.23 stellt den Zusammenhang zwischen der Dosis und der AUCq.an
dar. Ausgehend von dieser graphischen Darstellung und den abgeschatzten
pharmakokinetischen Parametern lassen sich keine Rickschllsse auf eine

mogliche lineare Pharmakokinetik von KP46 ziehen.
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Abb. 4.23 Beziehung zwischen KP46-Dosis und der AUCq.4, nach der
ersten Gabe

4.4 Projekt IV: Pharmakokinetik von KP1019

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit bildete die Charakterisierung der
pharmakokinetischen Parameter von KP1019. Hierfir wurden zunachst
insgesamt 248 Plasmaproben sowie 108 Urinproben von sieben Patienten,
die im Rahmen der in Kap. 3.7 beschriebenen Phase I|-Studie mit KP1019
behandelt wurden, untersucht. Die Rutheniumkonzentrationen in den beiden
Matrizes wurden mit Hilfe der in Kap. 3.5 beschriebenen und validierten GF-
AAS-Methoden bestimmt. In allen Proben konnte Ruthenium mit der im
Rahmen der Validierung ermittelten Richtigkeit und Prazision quantifiziert
werden. Da GF-AAS-Analytik nur die Bestimmung des Gesamtrutheniums in

den biologischen Matrizes erlaubt, beziehen sich die im Folgenden
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aufgefihrten Parameter immer auf das gesamte in der jeweiligen Matrix
vorhandene Ruthenium. Die Patienten wurden mit den in Tab. 4.26

aufgefihrten KP1019- bzw. Ruthenium-Dosierungen behandelt.

Tab. 4.25 Individuelle Dosierungen von KP1019 und Ruthenium der im
Rahmen der Studie behandelten Patienten

Patient Dosiskpi019 (Mg) Dosisgruthenium (Mg)
1 25 5,0
2 50 10,1
3 100 20,1
4 200 40,3
5 400 80,5
6 600 120,8
7 600 120,8

Die maximal tolerierbare Dosis konnte nicht beobachtet werden. Die
Dosiseskalation wurde bei 600 mg abgebrochen, da die Loslichkeit von
KP1019 limitiert war. Bei einer weiteren Dosiseskalation ware das maximal

infundierbare Infusionsvolumen Uberschritten worden.

4.4.1 Konzentrations-Zeit-Profile

In Abb. 4.24 sind exemplarisch die Rutheniumkonzentrations-Zeit-Verlaufe
im Plasma von zwei Patienten im niedrigen Dosisbereich sowie von zwei
Patienten im hohen Dosisbereich nach der flinften Applikation von KP1019
dargestellt.
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Abb. 4.24 Rutheniumkonzentrations-Zeit-Verlaufe nach der finften
KP1019-Applikation, APatient 1 [25mg], O Patient 3 [100mg],
0 Patient 5 [400mg] und V Patient 7 [600 mg]

Die  mittleren  Konzentrationen vor Infusionsbeginn lagen alle
erwartungsgemaf3 unterhalb der Bestimmungsgrenzen (LLOQ) von 0,03
mg/L. Die maximalen Konzentrationen (C,,.) wurden am Ende der Infusion
beobachtet. In vereinzelten Fallen trat C,.x bis zu einer Stunde nach
Beendigung der Infusion auf. In Abhangigkeit vom Infusionsvolumen betrug
die Infusionsdauer zwischen 0,1 und 4,25 h. Nach Erreichen von C,,.x, das
zwischen 1,26 mg/L und 30,5 mg/L nach der ersten Arzneistoffapplikation
lag, nahmen die Konzentrationen bioexponentiell ab. In der halb-
logarithmischen Darstellung ist zunachst eine kurze schnelle Abnahme,
gefolgt von einer sehr langsamen Abnahme der Rutheniumkonzentration,
erkennbar. Die erste Phase (schnelle Konzentrationsabnahme) war bei den
einzelnen Patienten unterschiedlich stark ausgepragt. Ca. vier Stunden nach
Infusionsende wurden noch etwa 80 9% von C,., gemessen. Direkt vor der
nachsten Applikation, das heil3t 72 h nach Ende der Infusion, konnten noch
31 bis 40 % von C,.x gefunden werden. Die langsame Elimination fuhrte zu
einer signifikanten Kumulation von Ruthenium im Plasma. Die C,,.x nach der

funften Applikation entsprachen etwa dem Doppelten der ersten Applikation.
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Darluber hinaus waren in den meisten Konzentrations-Zeit-Profilen Wieder-
anstiege bzw. eine Plateaubildung der Rutheniumkonzentrationen im
Zeitraum von funf bis neun Stunden nach Infusionsende erkennbar (s. Abb.
4.24). Ein enterohepatischer Kreislauf kdonnte eine Erklarung hierfur sein.
Insgesamt waren die ausgeschiedenen Ruthenium-Mengen sehr gering.

Nur 0,79 bis maximal 5,90 % der ersten Dosis wurden kumulativ im ersten

Dosierungsintervall ausgeschieden.

4.4.2 Individuelle Pharmakokinetik

Die pharmakokinetischen Parameter wurden in zwei Szenarien ermittelt:

e Einmaldosierung: Einbeziehung der Rutheniumkonzentrationen der
ersten bzw. funften KP1019-Applikation

e Multiple Dosierung: Einbeziehung aller Rutheniumkonzentrationen
aller KP1019-Applikationen

Die Auswertung erfolgte, wie in Kap. 3.7.3 beschrieben, mittels
kompartimenteller Datenanalyse unter der Verwendung von WinNonlin®
Professional (Pharsight Corporation, Version 5.0.1, 2005). Es zeigte sich,
dass die Daten am besten mit einem offenen Zwei-Kompartiment-Modell
beschrieben werden konnten. Die Modellgleichung zur Beschreibung der
Konzentrationen (C;) in Abhangigkeit von der Zeit (t) nach Gabe einer

Infusion fur dieses Modell lautete:

Gl. 4.1
AT o T
C. _To . (A-e™ ) (ko —11) Loty (1_e ’ )'(kzl _}\’2).e’k2-t
Y A (A, —2y) Ay -(hy —2))
1 1 1 2 2 2 1

T Infusionsdauer

ko1 Geschwindigkeitskonstante, Transport aus dem peripheren ins zentrale
Kompartiment

Al Hybridkonstanten

ro Infusionsgeschwindigkeit

Vi Verteilungsvolumen des zentralen Kompartiments

Die Gute der Anpassung wurde anhand der GOF-Graphiken und der

Variationskoeffizienten der Parameterschatzung beurteilt. Darlber hinaus
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wurde das geeignete Modell unter Zuhilfenahme des Akaike- und Schwartz-
Kriterien ausgewahlt. Abb. 4.25 zeigt exemplarisch das Ergebnis der
Anpassung des Zwei-Kompartiment-Modells fur Patient 5 (400 mg KP1019).
Die gemessenen Konzentrationen sind als blaue Punkte dargestellt. Die
durchgezogene schwarze Linie beschreibt den anhand des Modells

abgeschatzten Konzentrations-Zeit-Verlauf.

254
204
154

10+

Ru-Konzentration [mg/L]

0 200 400 600 800
Zeit nach Beginn der Therapie [h]

Abb. 4.25 Konzentrations-Zeit-Verlauf des Patienten 5; O gemessene
Rutheniumkonzentrationen, @ —  abgeschatzte  Ruthenium-
konzentrationen

Abb. 4.25 verdeutlicht, dass der Konzentrations-Zeit-Verlauf durch das
gewahlte Modell beschrieben werden konnte. Die gemessenen und
abgeschatzten  Konzentrations-Zeit-Verlaufe  sowie die individuellen
pharmakokinetischen Parameter befinden sich im Anhang B. Die Tab. 4.26
bis Tab. 4.27 liefern eine Zusammenstellung der pharmakokinetischen
Parameter nach der ersten und funften Applikation sowie im gesamten

Beobachtungszeitraum.
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Tab. 4.26 Pharmakokinetische Parameter von Ruthenium nach der ersten
Applikation von KP1019

25mg 50mg 100mg 200mg 400 mg 600 mg
Pat. 1 Pat. 2 Pat. 3 Pat. 4 Pat.5 Pat.6 Pat.7

Crnax [Mg/L] 1,26 1,96 4,46 10,8 30,5 29,0 249
AUC [mgh/L] 88,6 190 329 691 1442 2151 1566
ty, 11 [h] 4,28 5721 6,09 6,86 159 250 3,38
ty, 12 [] 80,6 117 90,5 69,0 51,2 681 549
CL[mL/min] 0,95 0,88 1,02 0,97 093 094 1,29
Ves [L] 6,41 8,67 7,63 5,46 396 543 6,00

CLg[mL/min] 0,031 0,046 0,033 0,008 0,020 0,026 0,023
Rel. U~ [%] 3,23 5,20 3,23 0,79 2,15 2,75 1,79

*

to-1t, Intervall der kontinuierlichen Urinsammlung
relative ausgeschiedene kumulative Menge bezogen auf die erste Dosis

*%

Nach der ersten Applikation betrug die Gesamtclearance zwischen 0,88 und
1,29 mL/min. Das Verteilungsvolumen im Steady-State (Vss) betrug
zwischen 3,96 und 6,00 L. Insgesamt zeichnet sich besonders die
Gesamtclearance durch eine geringe Variabilitat aus. Die in der graphischen
Darstellung erkennbare langsame Abnahme der Rutheniumkonzentrationen
spiegelt sich in der mit 51,2 bis 117 h langen terminalen Halbwertszeit

wider.

Tab. 4.27 Pharmakokinetische Parameter von Ruthenium Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum

25mg 50mg 100mg 200 mg 400 mg 600 mg
Pat. 1 Pat. 2 Pat. 3 Pat. 4 Pat. 5 Pat.6 Pat.7

Crmax [Mg/L] 2,63 4,67 7,96 225 43,0 nb. 51,5
AUC [mg-h/L] 143 339 468 1605 2635  n.b. 4499
ty, 21 [h] 4,14 7,71 10,6 10,6 11,9 nb. 17,6
ty, 12 [h] 151 254 161 229 157 n.b. 290
CL [mL/min] 0,59 0,49 0,72 0,42 0,51 nb. 0,45
Ves [L] 7,46 10,5 9,37 7,83 6,32 nb. 10,4

n.b. nicht berechnet aufgrund fehlender Informationen
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Die Untersuchung der pharmakokinetischen Parameter unter Einbeziehung
aller zur Verfugung stehenden Rutheniumkonzentrationen zeigte ein leicht
unterschiedliches Bild im Vergleich zur ersten Applikation (s. Tab. 4.27). So
wurden fur deutlich ldngere, bis zu funffach hohere ty, ,-Werte ermittelt. In
Analogie dazu wurden niedrige Clearance-Werte abgeschatzt. Vs war
dementsprechend etwa doppelt so grof3. Insgesamt lasst sich sagen, dass
die terminalen Halbwertszeiten eine hohe Variabilitat aufzeigten. Sowohl die
niedrige Clearance als auch das kleine Verteilungsvolumen lassen auf eine
ausgepragte Proteinbindung schliel3en.

Nach der ersten Applikation macht die renale Clearance in etwa zwei
Prozent der Gesamtclearance aus. Die im Urin kumulativ ausgeschiedene
Menge betrug zwischen 0,79 und 5,90 9% der Dosis. Sowohl diese
Beobachtung als auch die Werte der renalen Clearance legen die Schluss-
folgerung nahe, dass die Ausscheidung Uber die Niere fur die Elimination

von Ruthenium eine untergeordnete Rolle spielt.

4.4.3 Dosislinearitat

Die ermittelten pharmakokinetischen Parameter von Ruthenium im Plasma
lassen auf eine lineare Pharmakokinetik schlieBen. Abb. 4.26 zeigt, dass die
AUC-Werte proportional zur Dosis ansteigen. Der Korrelationskoeffizient
betrug 0,97 (p<0,001).
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Abb. 4.26 Korrelation der KP1019 Dosis und der AUC ermittelt nach der
ersten Applikation

Daruber hinaus wurde die Dosisproportionalitat mit Hilfe eines
Powermodells untersucht!®®. Der natirliche Logarithmus der AUC-Werte
wurde zum naturlichen Logarithmus der Dosierung gemaf3 folgender
Gleichung in Beziehung gesetzt:

In(AUC) = [30 + Bl -In(Dosisyp019) Gl 4.2

Die Dosisproportionalitat wurde schlie3lich anhand des folgenden Kriteriums

uberpruft.

<B,; <1+_In(6H)

+W Inr) Gl. 4.3

te Dosis/niedrigste Dosis

Die berechneten Werte fur B4 betrugen 0.96 und 1.00 unter Verwendung der
Rutheniumkonzentrationen nach der ersten Applikation. Die ermittelten
Werte lagen innerhalb der berechneten Grenzen von 0.93 und 1.07 und

lassen somit auf Dosisproportionalitat schlieBen. Das wird auch durch die
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abgeschatzten Werte flr CL und Vg, die Gber den untersuchten Dosisbereich

konstant waren, wiedergegeben.

4.5 Projekt V: Populations-PK/PD Modell zur Platin-DNA-Addukt-
Bildung in Leukozyten

Ziel dieses Projektes war es, die Platin-DNA-Addukt-Bildung in den
Leukozyten nach der Applikation von Oxaliplatin im Zusammenhang mit der
Platinkonzentration in ultrafiltrierten Plasma zu beschreiben. Hierflr wurde
ein sequentielles Design gewahlt, was zunachst die Entwicklung eines
populationspharmakokinetischen Modells zur Beschreibung des
Konzentrations-Zeit-Verlaufes im ultrafiltrierten Plasma erforderte. In einem
zweiten  Schritt  wurde ein  semi-mechanistisches  Modell  zur
Charakterisierung des zeitlichen Verlaufs der DNA-Platinierung in den
Leukozyten in Abhangigkeit von der ungebundenen Platinkonzentration
entwickelt. Dabei wurde die interindividuelle Variabilitat und mogliche
Kovariaten untersucht. AbschlieBend wurde der Zusammenhang zwischen
Platin-DNA-Addukt-Exposition, d.h. der modellabgeschatzten Flache unter
der Addukt-Kurve (AUA), und dem Ansprechen auf die Therapie mit
Oxaliplatin evaluiert. Die folgenden Kapitel beschreiben die Ergebnisse der

Modellentwicklung und -evaluation.

451 Daten

Die Daten zur Entwicklung des semimechanistischen Populations-PK/PD-
Modells entstammen den in Kap. 3.8 beschriebenen Studien. Die Patienten-

charakteristika sind in Tab. 3.20 zusammengefasst.

Abb. 4.27 veranschaulicht die Verteilung der demographischen Daten in der

Population.
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Abb. 4.27 Verteilung der Kovariaten in der gesamten Studienpopulation,
dargestellt als Histogramme, und in den beiden Studien,
dargestellt als Box-Whisker-Plots
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Die Histogramme beinhalten stets die Gesamtheit aller zur Verflgung
stehenden  Daten. Die dartber angeordneten  Box-Whisker-Plots

verdeutlichen die Verteilung in den beiden Studien.

Insgesamt standen flr die Erarbeitung des Populationsmodells 982
Platinkonzentrationen im ultrafiltrierten Plasma von 58 Patienten zur
Verfugung. Die Erstellung des Modells zur Platin-DNA-Addukt-Bildung
basiert auf 245 Datenpunkten der 37 Patienten aus Studie 1.

4.5.2 Konzentrations-Zeit-Profile

Ultrafiltrat

Abb. 4.28 veranschaulicht den zeitlichen Verlauf der Platinkonzentrationen

im Ultrafiltrat nach intravendser Applikation von Oxaliplatin.
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Abb. 4.28 Konzentrations-Zeit-Profile von Platin im Ultrafiltrat
A: Beobachtete Konzentrationen (o Studie 1, o Studie 2)
B: — Median, -- 25 9% und 75 9% Perzentil der beobachten
Konzentrationen (- Studie 1, - Studie 2)

Teil A der Abb. 4.28 zeigt alle gemessenen Platinkonzentrationen im
zeitlichen Verlauf in semilogarithmischer Auftragung, die vor, wahrend und

nach dem Ende einer 1- bis 2,5-stiindigen Infusion von Oxaliplatin gewonnen
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wurden. In Teil B der Abbildung sind die Mediane der gemessenen Konzen-
trationen jeweils als durchgezogene Linien und die 25 9% und 75 9%
Perzentile als gestrichelte Linien dargestellt.

Die in Studie 1 applizierte Dosis war 2,6-mal hoher als in Studie 2.
Vergleicht man die Profile der beiden Studien, so ist in Studie 1 eine
ausgepragte Variabilitat der Konzentrationen zu Beginn des Beobachtungs-
zeitraums zu erkennen, das hei3t unmittelbar vor und am Ende der Infusion.
Grinde hierfur wurden im Rahmen der Dissertation von A. Pieck als
Dosierungsungenauigkeiten bzw. nicht konstante Infusionsraten aufgrund
der fehlenden Anwendung von Infusionpumpen diskutiert’®. In beiden
Studiengruppen wurden die hochsten Platinkonzentrationen zum Ende der
Infusion beobachtet, wobei die maximalen Konzentrationen in der Studie 1
im Median etwa das Vierfache der maximalen Konzentrationen in Studie 2
erreichten. In der semilogarithmischen Darstellung des Konzentrations-Zeit-
Verlaufes war die fur Oxaliplatin bzw. Platin typische biexponentielle
Abnahme der Platinkonzentrationen erkennbar. So war eine initial stark
abfallende Kurve zu erkennen, die spater in einen flacheren Verlauf Uberging.
Der parallele Verlauf der terminalen Phasen der Konzentrations-Zeit-Profile
der beiden verschiedenen Dosierungs- bzw. Studiengruppen legte eine

lineare Eliminationskinetik nahe.

Platin-DNA-Addukte

Im Vergleich zum Ultrafiltrat wurden nur relativ wenige Platin-Addukt-Proben
gewonnen. Im Schnitt waren es 3,3 pro Patient und Zyklus. Die Platin-DNA-
Addukte weisen eine sehr grof3e Variabilitat auf. Im Median wurden auch hier
die hoheren maximalen Platin-DNA-Addukt-Werte in der Studie 1
beobachtet. An ein initiales Ansteigen der Platin-Addukt-Zeit-Profile schlief3t
sich nach Erreichen der maximalen Platinierung (Anax), die zwischen 4 und
24 h nach Ende der Infusion beobachtet wurde, eine sehr langsame
Abnahme der platinierten Nukleotide in den Leukozyten an. Abb. 4.29

veranschaulicht den zeitlichen Verlauf.
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Abb. 4.29 Platin-DNA-Addukte in Leukozyten der Studie 1
A: Beobachtete Werte (o Zyklus 1, © Zyklus 2); B: — Median,
---25 9% und 75 9% Perzentil der beobachten Konzentrationen
(- Zyklus 1, - Zyklus 2)

4.5.3 Populationspharmakokinetisches Modell fir Platin im ultrafiltrierten

Plasma

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Entwicklung und Evaluation eines
populationspharmakokinetischen Modells zur Beschreibung der Platin-

Konzentrations-Zeit-Verlaufe im ultrafiltrierten Plasma dargestellt.

Struktur- und Statistisches Modell

Die graphische Analyse des Datensatzes bestatigte, dass ein offenes Zwei-
Kompartiment-Modell als Ausgang fur die Modellentwicklung dienen sollte.
Die Arzneistoffinvasion wurde, da es sich um eine Infusion handelte, mit
einer Kinetik nullter Ordnung beschrieben. Wie im vorangegangenen Kapitel
beschrieben, deutete die graphische Analyse eine lineare Eliminationskinetik
an. Diese wurde in der Form einer Kinetik erster Ordnung im Modell
integriert. Somit ergaben sich folgende abzuschatzenden Parameter fur das
Basismodel (BASE): Gesamtclearance (CL), zentrales Verteilungsvolumen
(V1), in welches auch die Dosis appliziert wurde, peripheres Verteilungs-

volumen (V2) sowie interkompartimentelle Clearance (Q).
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Eine signifikante interindividuelle Variabilitat (I1IV) wurde fur alle vier
Strukturparameter CL (wci), V1 (wy1), Q (wg) und V2 (wy») in Form eines ex-
ponentiellen Fehlermodells implementiert. Wie Tab. 4.30 zu entnehmen ist,
konnte eine moderate bis hohe IV (34 bis 82 %) der Parameter ermittelt
werden. Die IV flr alle vier Strukturparameter erwies sich als notwendig, da
ihr Auslassen bei einzelnen Parametern keinen erfolgreichen Abschluss der
Abschatzung der Modellparameter ermoglichte oder die Parameter-
schatzung nur mit hoher Ungenauigkeit moglich war. Fur den Residualfehler
wurde ein kombiniertes Fehlermodell gewahlt. Der additive Fehler wurde mit
0,0040 mg/L abgeschatzt, und der proportionale Anteil des Restfehlers lag
bei 28 %. Alle Parameter konnten mit relativen Standardfehlern (RSE)
zwischen 7,1 und 31,4 9% prazise abgeschatzt werden.

Abb. 4.30 zeigt jedoch eine deutliche Korrelation zwischen den individuellen

Random-effect-Parametern.

NcL

1.0

-0.5

-2.0

Abb. 4.30 Korrelationen zwischen den abgeschatzten Random-effect-
Parametern ne nvi Mo und nyz
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Zur Abschatzung der entsprechenden Kovarianz wurde die so genannte

Omega-Block(4)-Codierung integriert, die in Abb. 4.31 gezeigt wird.

$OMEGA BLOCK(4)

0.066 ;omega CL
0.126, 0.389 ;omega V1
0.102, 0.361, 0.-389 ;omega_Q

0.060, 0.196, 0.183, 0.114 ;omega_ V2

Abb. 4.31 Omega block (4)-Codierung fur die Kovarianz zwischen den
Random-effect-Parametern ne myving und ny»

Die aufgefiihrte Codierung ermodglichte die Abschatzung der Korrelation
zwischen CL und V1 (Korr-wci.v1), CL und V2 (Korr-wci.yv2), CL und Q (Korr-
wet-g), V1 und V2 (Korr-wyi.y2), V1 und Q (Korr-wyi.q) sowie V2 und Q (Korr-
wy2.q). Durch die Inkorporation der Korrelationen konnte eine signifikante
Reduktion (p< 0,005) des OFV um 467,6 Punkte erreicht werden. Die

Korrelationskoeffizienten wurden wie folgt berechnet:

Mp1_go

r:—M‘@ Gl. 4.4

Die ermittelten Korrelationskoeffizienten r sind in Tab. 4.28 zusammen

gefasst.

Tab. 4.28 Korrelation zwischen den Strukturparametern ausgedruckt als r

r cL V1 Q V2
cL 1

V1l 0,666 1

Q 0,509 0,967 1

V2 0,697 0,964 0,927 1

Die Godness-of-Fit-Plots fir das BASE-Modell sind im Anhang C abgebildet.
Die Inspektion der abgeschatzten Konzentrationen (Population) PRED gegen

die beobachteten Konzentrationen (DV) verdeutlichte Missspezifikationen (s.
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Anhang C). Zwar konnten die Konzentrationen < 2,0 mg/L gut durch das
zugrunde liegende Modell beschrieben werden, doch wurden die
Konzentrationen im hoheren Bereich deutlich unterschatzt. Betrachtete man
die individuell abgeschatzten Konzentrationen, war eine Aufspaltung im
hoheren  Konzentrationsbereich erkennbar. Folglich wurden einige
Konzentrationen Uber- und wiederum andere unterschatzt. Die farbliche
Unterscheidung der beiden Studien ergab, dass diese Missspezifikationen
ausschlieBlich Konzentrationen der Studie 1 betrafen, in der Proben vor,
unmittelbar am Ende der Infusion und in kurzen Intervallen (15 min) nach
Beendigung der Oxaliplatin-Applikation entnommen wurden. Die Integration
einer Interstudy-Variabilitat (ISV) fuhrte nicht zu einer stabilen Modell-
abschatzung und berlcksichtigt nicht die zeitliche Komponente dieser
Variabilitat.

Um der Variation in Informationsgehalt und Reliabilitat der Platinkonzen-
trationen im zeitlichen Verlauf Rechnung zu tragen, wurde in einem
nachsten Schritt ein zeitabhangiges kombiniertes Residualfehlermodell
gepruft. Die zeitliche Integration in Modell BASE2RE wurde durch die
Festlegung eines expliziten Haltepunkts erreicht. So wurde ermdéglicht, dass
die bis zu diesem Zeitpunkt (Haltepunkt) gewonnenen Proben mit dem
kombinierten Residualfehlermodell 1, danach mit dem kombinierten
Residualfehlermodell 2, abgeschatzt wurden. Eine Abschatzung dieses
Zeitpunktes mit Hilfe der NONMEM-Funktion MTIME lieferte keine stabilen
und plausiblen Ergebnisse. Diese waren stark abhangig von den
vorgegebenen Initialwerten und fuhrten zu extrem hohen relativen
Standardfehlern. Daher wurde die Suche des Haltepunkts manuelle und
schrittweise durchgefihrt, wobei jeweils die in den Studienprotokollen
deklarierten theoretischen Entnahmezeitpunkte als mogliche Haltepunkte
angenommen und gepruft wurden. In Tab. 4.29 sind die Ergebnisse dieser

Untersuchung zusammengefasst.
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Tab. 4.29 Ergebnisse der Untersuchung verschiedener Haltepunkte zur
Integration eines zeitabhangigen Restfehlermodells in BASE2RE

Haltepunkt ~ OFV  AOFV el Opoptonati Gaddiv Opropotonat2
ohne -4092,4 0,00404 28,0

1h -4149,4  -57,0 0,00436 48,8 0,00365 25,1
2h -4350,8 -258,4 0,00438 73,6 0,00455 19,7
2,25 h -4344,4 -251,0 0,00440 54,6 0,00549 0,185

Durch die Einfihrung eines konditionellen Restfehlermodells konnte OFV
signifikant (p < 0,005) gesenkt werden. Die starkste OFV-Reduktion wurde
fir den Haltepunkt t = 2 h erreicht, was dem Ende der Infusion entsprach.
Der additive Fehler entsprach sowohl vor als auch nach dem Haltepunkt in
etwa dem LLOQ. Sehr deutlich ist der Einfluss in Bezug auf den
proportionalen Anteil der Residualvariabilitéat erkennbar. Wurde dieser mit
Hilfe des einfachen kombinierten Fehlermodells mit 28 9% abgeschatzt, so
zeigte sich mit Haltepunkt 2 h eine ausgepragte Aufspaltung in 73,6 9% fur
alle Konzentrationen, die bis einschlieBlich zwei Stunden nach Infusions-
beginn gewonnen wurden und 19 9% fur alle spateren. Die GOF-Plots sind in
Anhang C zu finden. Datenpunkte verteilen sich um die Ursprungsgerade.
Betrachtete man die Residuen, so streuten diese zuféllig in positive und
negative Richtung. Die Untersuchung anderer Residualfehlermodelle ergab

keine weitere Verbesserung der Modellanpassung.

Die Ergebnisse der Schatzung der Fixed/Random-effect-Parameter sind in

Tab. 4.30 zusammengefasst.
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Tab. 4.30 Ergebnisse der Parameterschatzungen der Modelle BASE,
BASE2RE und FINAL

BASE BASE2RE FINAL
Modell-Parameter

Schitzung RSE* [%] Schitzung [R7301E# Schitzung F‘Vi]E#
Fixed-effect-Parameter
oL [/ 132 149 142 46 139 57
V1 [L] 12 7,3 16,3 12,0 14,7 17,8
Q [L/h] 26,5 9,0 34,6 11,5 31,8 16,5
V2 [L] 216 11,4 251 50 242 8,6
Kovariateneinfluss
Ok na. - na. - 0519 165
Random-effect-Parameter
Interindividuelle Variabilitat
we %) 44 172" 310 17,7 289 202"
wy1 (%] 75,6 26,4 59,5 29,4" 64,0 25,4
wq (%] 82,3 20,7 63,6 20,6° 65,7 17,3
wy2 (%] 47,2 28,0 32,1 28,3" 36,9 224"
Korr-wet.vi 0,173 27,18 0,106 34,88 0,145 24,88
Korr-weLo 0,144 31,48 0,076 43,38 0,128 22,8%
Korr-wet.vz2 0,601 24,18 0,358 24,6% 0,394 20,9%
Korr-wvyi.q 0,113 25,08 0,056 30,58 0,073 23,68
Korr-wyi.vz 0,344 26,58 0,171 29,8% 0,221 23,28
Korr-wq.v2 0,360 25,38 0,176 27,9% 0,218 20,78
Residualfehler
Guatwi  [mg/L] 00040 165 00044 10,7 00044 10,7
Oproportional-1 [ %) 28,0 7,1 73,6 23,0 58,5 10,8
Oadditiv-2 [mg/L n.a. - 0,0046 29,9 0,00384 40,1
Oproportional-2 [ %] n.a. - 19,7 5,7 19,2 5,0
# relativer Standardfehler

berechnet auf Varianz-Ebene

§ Standardfehler der Kovarianz-Schatzung

n.b. nicht abgeschatzt
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Die CL wurde mit 14,2 L/h, V1 mit 16,3 L, Q mit 34,6 L/h und V2 mit 251 L
abgeschatzt. Der IIV der einzelnen Fixed-effect-Parameter wurde insgesamt
niedriger abgeschatzt und variierte zwischen 31,0 9% und 63,6 %. Alle

Parameter konnten mit guter Prazision (RSE < 43,3 %) abgeschatzt werden.

Kovariatenmodell

Die Kovariateneinflisse, die fur die individuellen pharmakokinetischen
Parameter des Basismodells BASE2RE getestet wurden, wurden anhand der
in Kap. 3.3.3 beschriebenen Methodik ausgewahlt. Tab. 4.31 fasst alle

untersuchten Kovariaten zusammen.

Tab. 4.31 Untersuchte Kovariaten, ausgewahlt durch GAM-Analyse und
aus Grunden der Plausibilitat

Parameter GAM-Analyse Plausibilitat
CL M1F2, CLCR, AGE, KG FFM

V1 STDY, PTDO BW, FFM

Q STDY, PTDO

V2 STDY, PTDO BW, FFM
AGE Alter BW  Gewicht

CLCR Kreatininclearance [ml/min] FFM  Fettfreie Masse
PTDOPIlatindosis STDY Studie

Als einziger statistisch signifikanter (p < 0,005) und plausibler
Kovariateneinfluss wurde der der Kreatininclearance auf CL gefunden. Die

Parameter-Kovariaten-Relation wurde wie folgt integriert:

CL = 0, - (CLCR/86,95)%cr . gn Gl. 4.5

Die Integration des in Gl. 4.5 dargestellten Zusammenhangs flhrte zu einer
signifikanten Reduktion des OFV von 109,437 Punkten (p < 0,005) im
Vergleich zum BASE2RE-Modell. Fir den Exponenten, der den

Zusammenhang zwischen CLCR und CL charakterisierte, wurde ein Wert von
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0,519 erhalten. Dieser Parameter wurde mit einem RSE von 16,5 %, prazise
abgeschatzt. Insgesamt betrachtet, veranderten sich die Fixed-effect-
Parameter nur geringfliigig. Eine Ubersicht zu den Ergebnissen aller
abgeschatzten Parameter liefert Tab. 4.30. Die IIV von V1, Q und V2 stieg
leicht an. Die IV war moderat bis hoch mit Werten 28,9 (w¢.), 64,0 (wy,),
65,7 (wg) und 36,9 % (wy>). Verglichen mit dem BASE2RE-Modell konnte die
IV der CL um 6,7 % (2,1 %-Punkte) gesenkt werden. Fir die
Strukturparameter V1, Q und V2 stieg die IIV leicht an. Abb. 4.32
verdeutlicht den Einfluss der Kreatininclearance auf den typischen

Konzentrations-Zeit-Verlauf von Platin im ultrafiltrierten Plasma.

1.5

Pt-Konzentration [pug/mL]

0.01 T T T . |
0 10 20 30 40 50

Zeit nach Beginn der Therapie [h]

Abb. 4.32 Typischer Konzentration-Zeit-Verlauf nach Einmalapplikation
von 130 mg/m? (—) und 50 mg/m? (—) Oxaliplatin berechnet
auf Grundlage des finalen Models mit (—) und ohne
Kovariateneinbeziehung (---)

So unterschieden sich die typischen Platinkonzentrations-Zeit-Verlaufe mit
und ohne Berlcksichtigung des ClLcgr-Einflusses nur geringfligig. Lediglich
die Chax-Werte wurden unter Einbeziehung des Kovariateneinflusses bei einer
Dosierung von 130 bzw. 50 mg/m? 6,4 % bzw 9,5 9% hoher berechnet.
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In Abb. 4.33 wird der Kovariateneinfluss auf den Platinkonzentrations-Zeit-
Verlauf im ultrafiltrierten Plasma exemplarisch veranschaulicht. Gezeigt
werden typische Verlaufe fur jeweils einen Patienten mit CLcg von 52,7 und

150,8 mL/min.

105

0.1-

Pt-Konzentration [ug/mL]

0.01

T
0 10 20 30 40 50
Zeit nach Beginn der Therapie [h]

Abb. 4.33 Simulation zum Einfluss der Kreatininclearance auf die
Konzentrations-Zeit-Verlaufe im ultrafiltrierten Plasma.
(130 mg/m? Oxaliplatin, Infusionsdauer: 2 h, BSA: 1,73 m?, —
Kreatininclearance 52,7 mL/min, --- Kreatininclearance 150,8
mL/min)

Gemal dem beschriebenen mathematischen Zusammenhang in Gl. 4.5 stieg
die Gesamtclearance um 72,5 9% von 10,7 L/h auf 18,5/L/h fur

Kreatininclearance-Werte von 52,7 mL/min bis 150,8 mL/min.

Modellevaluation

Zur Evaluation des entwickelten Modells fanden die in Kap. 3.8.5 erlauterten
Methoden Anwendung. Im Folgenden sollen die Ergebnisse des
bootstrappings, des visual predicitive checks (VPC) sowie der case deletion

diagnostics (CDD) vorgestellt werden.
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Fur die Untersuchungen wurden insgesamt 1000 Bootstrap-Datensatze aus
dem Originaldatensatz generiert und mit dem finalen Modell analysiert. Von
1000 durchgefiihrten Modellierungslaufen  wurden 897  erfolgreich
abgeschlossen. FlUr jeden Fixed- bzw Random-effect-Parameter wurde der
bootstrap-Median ermittelt und anschlieBend der absolute Fehler (Bias)
sowie der relative Fehler (RE) in Bezug auf die flr den Originaldatensatz
abgeschatzten Werte berechnet. Die Ergebnisse der Bootstrap-Analyse sind in
Anhang C zusammengefasst.

Mit relativen Fehlern (RE) von < 0,193 9% wichen die Bootstrap-Mediane der
Strukturparameter kaum von den fur den Originaldatensatz abgeschéatzten
Werten ab. Die Beschreibung durch das Strukturmodell konnte somit als
richtig und prazise angesehen werden. Die Bootstrap-Mediane der Random-
effect-Parameter waren ebenfalls den Parameterschatzungen des Original-
datensatzes sehr ahnlich. Die relativen Fehler waren mit Werten zwischen
0,03 % und 5,75 9% niedrig. Parameterwerte, die mit Hilfe des finalen
Modells abgeschatzt wurden, lagen innerhalb der 95 %-Konfidenzintervalle,
die aus den 2,5 % und 97,5 %-Perzentilen der 897 Bootstrap-Abschatzungen
fur jeden Modellparameter berechnet wurden.

Zur Uberpriifung der Annahme, dass alle Parameter einer Normalverteilung
folgten, wurden daruber hinaus alle durch den Bootstrap erhaltenen
Parameter in Histogrammen aufgetragen und mit der Gauss-Normal-
verteilung (u = 0, o =1) visuell verglichen. Zusatzlich wurden Quantil-
Quantil-Diagramme erstellt. Diese erlaubten einen explorativen Vergleich der
Verteilung der Bootstrap-abgeschatzten Parameter mit einer Normal-
verteilung. Daflr wurden die theoretischen Quantile der Normalverteilung
(M= 0, o=1) gegen die Quantile der Bootstap-Werte der einzelnen Parameter
aufgetragen. In Abb. 4.34 sind exemplarisch Histogramme und Quantil-

Quantil-Diagramme fur die Fixed-effect-Parameter dargestellt.
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Abb. 4.34 Verteilung der Fixed-effect-Parameter aus 897 Bootstrap-Laufen;
Links: Histogramme, — Median, -- Gauss-Verteilung;
Rechts: Quantil-Quantil-Diagramm, — Ursprungsgerade

Im Quantil-Quantil-Diagramm befinden sich nahezu alle Beobachtungen

einheitlich auf der Ursprungsgeraden. Die Verteilung der Bootstrap-Werte
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scheint einer Normalverteilung zu folgen. Die in Abb. 4.34 ebenfalls

dargestellten Histogramme unterstrichen diese Beobachtung.

Die Abb. 4.35 veranschaulicht die Ergebnisse des visual predictive checks flr

das finale Modell.

1005
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0.1-
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0.014
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Abb. 4.35 Visual predictive checks flir Modell FINAL; A: Studie 1, B: Studie
2 (o beobachtete Konzentrationen, — Median, -- 5 und 95 %-
Perzentil; Simulation: — Median ,--- 90 9%-Prognoseintervalle,

95 9%-Konfidenzintervalle)

Zur besseren Veranschaulichung wurde die Simulation unter Stratifizierung

nach Studien (Studie 1 und Studie 2) durchgeflhrt. Dartber hinaus erfolgte
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eine Kategorisierung der Zeitachse, um gleichmafBlige Stichprobengrof3en zu
den verschiedenen Zeitpunkten zu erhalten. In jeder Kategorie wurden
jeweils fur die simulierten und die beobachteten Konzentrationen der Median
sowie das 5 9% und 95 9%-Perzentil ermittelt. Die grauen Bereiche in Abb.
4.35 kennzeichneten die 95 %-Konfidenzintervalle von Median sowie 5 und
95 9%-Perzentil der simulierten Konzentrationen. Die Flache zwischen dem
5 9% und 95 9%-Perzentil der simulierten Konzentrationen grenzt das 90 9%-
Prognoseintervall ein.

Fur beide Studien war der Median des vorhergesagten Konzentrations-Zeit-
Verlaufs in Ubereinstimmung mit dem der gemessenen Konzentrationen. Die
Variabilitat in Studie 1 konnte Uber den gesamten Zeitraum durch das
Modell gut wiedergegeben werden. Fur Studie 2 wurde die Variabilitat bis 4
h nach Beginn der Infusion jedoch leicht Uberschatzt. Insgesamt war das
Vorhersagevermogen des Modells in Bezug auf die beobachteten
Konzentrationen hoch, da die Mehrzahl der Beobachtungen innerhalb des
Prognoseintervalls lag. Dartber hinaus befanden Median, 5 und 95 %:-
Perzentile innerhalb der 95 9%-Konfidenzintervalle des jeweils durch die

Simulation erhaltenen Median, 5 bzw. 95 9%, Perzentils.

AbschlieBend wurde zur Prifung der Robustheit der Parameterschatzung
das Verfahren der Case-deletion-diagnostics (CDD) durchgefuhrt. Die
Ergebnisse der in Kap. 3.8.5 erlauterten Szenarien sind in Anhang C
dargestellt. Die Punkte reprasentieren die jeweils nach Ausschluss der
einzelnen Individuen bzw. Gruppen abgeschatzten Parameter. Die im finalen
Modell mit vollstandigem Datensatz abgeschatzten Parameter sind als
durchgezogene Linie erkennbar. Zwei gestrichelte Linien grenzen die
dazugehorigen 95 9%-Konfidenzintervalle ein. Alle im Rahmen der CDD
ermittelten Parameterschatzungen lagen innerhalb des 95 %-Konfidenz-

intervalls.
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4.5.4 Semimechanistisches PK/PD-Modell fiur Platin-DNA-Addukt-Bildung

in Leukozyten

Im Folgenden soll die Entwicklung eines semi-mechanistischen PK/PD-
Modells zur Beschreibung der DNA-Platinierung in den Leukozyten im

Verhaltnis zur Platinkonzentration im Ultrafiltrat dargestellt werden.

Struktur- und Statistisches Modell

Verschiedene PD-Modelle wurden diskutiert (s. Kap. 3.8.4). Den
Ausgangspunkt fur die weitere Entwicklung bildeten schlieBlich Rezeptor-

Bindungsmodelle. Abb. 4.36 veranschaulicht das gewahlte Modell.

Schritt 1 (PK): Dosis

Schritt 2 (PD): K
B

AAddu kte

Ko

Abb. 4.36 Schematische Darstellung des gewahlten PK/PD-Modells
(Erlauterungen s. Text)

Die DNA in den Leukozyten stellt in diesem Fall den Rezeptor dar. Die
Platinkonzentrationen im zentralen Kompartiment bilden die
Ligandenkonzentrationen ab. Als Rezeptor-Ligand-Komplex wurden die in

den Leukozyten gemessenen Platin-DNA-Addukte verstanden. Die Bindung
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des Liganden an den Rezeptor kann durch eine Kinetik zweiter Ordnung
beschrieben werden. Aufgrund der geringen Datenanzahl wurden
verschiedene Annahmen getroffen. So wurde der DNA-Gehalt der Leukozyten
als konstant angesehen, da diese im Uberschuss zur Verfliigung stehen.
Dartiber hinaus wurde fur den Abbau der Platin-DNA-Addukte eine Kinetik
erster Ordnung angenommen. Die Dissoziation des Platin-DNA-Komplexes

wurde vernachlassigt.

Mathematisch lasst sich das oben abgebildete Modell durch die folgenden
Differentialgleichungen entsprechend dem Massenwirkungsgesetz

beschreiben.

i 5 Gl. 4.6
% T (Ko +Ki0)Ap v + Ko Apg vo
A Gl. 4.7
TPt V2 = k12APt7V1 - k21APt7V2
dt
A . Gl. 4.8
dt
dA/:;% = Kg - Apt - Apna — Ko - Apdaukte e

Dabei bildeten Ap; v1 und Ap 2 die Platin-Stoffmengen im zentralen (V) bzw.
peripheren  Kompartiment (V,). Die Platinmengen im zentralen
Kompartimenten entsprechen den gemessenen Platinkonzentrationen im
zentralen Kompartiment unter Berlcksichtigung von V; sowie der Molaren
Masse von Platin von 195,1 g/mol. Ki», ky; und kg stellen Geschwindigkeits-
konstanten erster Ordnung dar, die den Massentransport zwischen dem
zentralen und peripheren Kompartiment sowie die Elimination aus dem
zentralen Kompartiment beschreiben. Diese wurden jeweils aus den mit dem
finalen PK-Modell abgeschatzten individuellen pharmakokinetischen

Parametern gemaf folgender Gleichungen abgeleitet:
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Ky, _Q Gl. 4.10
2

. _Q Gl. 4.11
21 7y
2

CL Gl. 4.12
Ko :V_
1

Apna ist die Stoffmenge an DNA in den Leukozyten unter der Annahme, dass
der DNA-Gehalt pro Zelle 6,6 pg betrug und wahrend der Beobachtung
konstant blieb'®’. Apgqukie Stellt die Stoffmenge der Platin-DNA-Addukt dar.
kp und kg bilden die Degrationskonstante bzw. Bindungskonstante. Da ein
GrofB3teil der Studienpopulation im Vorfeld der Untersuchung bereits mit
platinhaltigen Chemotherapieregimen vorbehandelt worden war, wurde fur
diese Patienten ein Baseline-Wert Apap als Ausgangswert fur das Addukt-
Kompartiment abgeschatzt. Fur die Strukturparameter kg, kp und Agap
konnten |IVs in Form exponentieller Fehlermodelle implementiert werden.
Die gemessenen Platin-DNA-Addukte wurden in ihren naturlichen
Logarithmus transformiert. Die Abschatzung der pharmakodynamischen
Parameter im finalen populationspharmakodynamischen Modell erfolgte mit
Hilfe der FOCE-Methode mit Interaktion. Fir die Anpassung dieses Modells
wurde ein OFV von 310,722 erhalten. Tab. 4.32 fasst die Ergebnisse der

Parameterschatzung des finalen pharmakodynamischen Modells zusammen.
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Tab. 4.32 Ergebnisse der Parameterschatzungen des
pharmakodynamischen Modells

FINALpp

Modell-Parameter Schitzwert [R‘;]E#
Fixed-effect-Parameter
ks [umolth1] 000371 121
Kb [1/h] 0,00429 14,1
Ao AD pmol 0,0799 41,7
Random-effect-Parameter
Interindividuelle Variabilitat
we % 551 14,7
WkD (%] 48,3 30,0
WAO,AD (%] 197,2 9,2
Residualfehler
Oproportional (%] 90,5 7,2

# relativer Standardfehler

berechnet auf Varianz-Ebene

Wie aus Tab. 4.32 ersichtlich, wurde kg mit 0,00371 pymol!t-h! und kp mit
0,00429 h'! abgeschatzt. Fir den Baseline-Wert der mit Platin
vorbehandelten Patienten wurde 0,0799 pmol ermittelt. Die I[IV der
Strukturparameter waren erwartungsgemaf hoch bis sehr hoch und variierte
zwischen 48,3 und 197,2 %. Die sehr hohe |V des Baseline-Wertes von
197,2 9%, korrespondiert mit der beobachteten Variabilitat (s. Abb. 4.29) der
gemessenen Werte vor Beginn der Infusion. Der Residualfehler des Modells
lieB sich am besten mit Hilfe eines proportionalen Fehlermodells
beschreiben, das aufgrund der Ln-Transformation der abhangigen Variablen
als additives Fehlermodell kodiert wurde. Flr diese Random-effect-Parameter
wurde ein Wert von 90,5 9% abgeschéatzt. Samtliche Parameter konnten mit
guter Prazision abgeschatzt werden. Lediglich der Baseline-Wert wurde mit
moderater Prazision abgeschatzt, was aufgrund der geringen Probenanzahl

und der hohen Variabilitat in den gemessenen Werten zu erwarten war.
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Die Qualitat des entwickelten Modells wurde des Weiteren in den GOF-
Abbildungen in Anhang C deutlich. In beiden Abbildungen ist erkennbar,
dass die Daten zufallig und gleichmafBig um die Ursprungsgerade verteilt
sind. Die Residuen verteilten sich zuféllig in positiver und negativer

Richtung.

Kovariatenmodell

Die Auswahl und Prifung moglicher Kovariaten erfolgte analog zu der in
Kap. 3.3.3 beschriebenen Methodik. Die visuelle Inspektion der Kovariaten-
Parameter-Graphiken sowie die GAM-Analyse ergaben einen moglichen
Einfluss der Platinvorbehandlung auf die kg. Die Integration dieser Relation
ergab eine Reduktion des OFV um 3,48 Punkte, was als nicht signifikant zu

beurteilen war, und wurde daher verworfen.

Modellevaluation

Wie in Kap. 3.8.5 beschrieben, wurden fir den in Abb. 4.37 dargestellten

visual predictive check 1000 Datensatze auf der Basis des finalen PK/PD-
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Modells simuliert.

Abb. 4.37 Visual predictive checks des finalen PK/PD-Modells;
(o beobachtete Konzentrationen,— Median, -- 5 und 95 9%-
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Perzentil; Simulation: — Median, --- 90 %-Prognoseintervalle,
95 9%-Konfidenzintervalle)

Insgesamt betrachtet befinden sich die Mehrzahl der gemessenen Addukte
innerhalb des 90 %-Prognoseintervall. Die zentrale Tendenz der gemessenen
Werte kann durch das Modell bis 24 h nach der Infusion gut beschrieben
werden. 48 h nach Infusionsbeginn wird die DNA-Platinierung vom Modell
uberschatzt. Die gemessenen Baseline-Werte sowie deren Variabilitat werden
durch das Modell abgebildet.

4.5.5 Einfluss der Platin-DNA-Addukt-Bildung auf das Tumoransprechen

In einem weiteren Schritt wurde der Zusammenhang zwischen Platin-DNA-
Addukt-Bildung und Tumoransprechen untersucht. Hierflir wurden die mit
Hilfe des entwickelten PK/PD-Modells abgeschéatzten individuellen Flachen
unter der Platin-DNA-Adduktkurve mit dem Tumoransprechen der Patienten,

die im Rahmen der Studie 1 therapiert wurden, in Beziehung gesetzt.

Tumoransprechen

Die Beurteilung des Tumoransprechens in der Studie erfolgte anhand der
RECIST-Kriterien!®8, Die Kriterien ermoglichen eine Einteilung in folgende

vier Kategorien:

e Komplette Remission (CR)
Vollstandige Rickbildung aller messbaren bzw. nicht messbaren,
aber evaluablen Tumorbefunde, dokumentiert fir zwei, mindestens
vier Wochen auseinander liegende Kontrolluntersuchungen.

e Partielle Remission (PR)
GroBenabnahme séamtlicher evaluabler Tumorbefunde um > 50 9, fur
mindestens vier Wochen, ohne Neuauftreten von
Tumormanifestationen und ohne Progression irgendeines

Tumorbefundes.
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e ,No Change* (NC)
Keine GroBenanderung (,,stable disease®) der Tumorparameter fir
mindestens vier Wochen oder Tumorreduktion um weniger als 50 %
oder GroBenzunahme um < 25 9%,. Der ,No Chance” (NC)-Status wird

unterteilt in:

o ,,Minor response” (MR)
Tumorritckbildung > 25 % und < 50 % des Ausgangsbefundes,

d.h. die Kriterien einer partiellen Remission nicht erfullend, und

o ,Stable disease* (SD)
Tumorriuckbildung < 25 9%, gleich bleibender Befund oder

Progression < 25 9%.

e Progressive Disease” (PD)
Auftreten neuer Tumorlasionen oder mehr als 25 %ige

GrofBenzunahme der Tumorlasionen in einem oder mehreren Herden.

33 Patienten waren in Bezug auf das Tumoransprechen auswertbar. Dabei
hatte ein Patient eine partielle Remission, vier zeigten eine minor response
(MR). Eine Stabilisierung (SD) erfuhren 13 der Patienten. Bei 15 Patienten

wurde ein Fortschreiten der Erkrankung (PD) festgestellt.

Abschatzung Platin-DNA-Addukt-Exposition

Wie beschrieben, stellt die DNA-Adduktbildung die Basis der zytotoxischen
Wirkung dar. Ausgehend von Untersuchungen von Pieck et al., die auf den im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Daten der Studie 1 basierten, sollte der
Zusammenhang zwischen der Platin-DNA-Addukt-Exposition in den
Leukozyten und dem Tumoransprechen evaluiert werden.

Die Platin-DNA-Addukt-Exposition, das heil3t die Flache unter der Addukt-
kurve (area under the adduct curve, AUA) wurde durch die Implementierung

einer weiteren Differentialgleichung abgeschatzt.
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dAUA _ Gl. 4.13

Fur die folgenden Auswertungen wurde jeweils die AUA von Beginn der
Infusion bis 48 h nach Beginn der Infusion herangezogen.

Die mediane  AUAgssn Im  ersten  Zyklus betrug 76,45 Pt-
Atome/10°Nukleotide-h und variierte zwischen 13,91 und 379,6 Pt
Atome/108Nukleotide-h. Im zweiten Zyklus zeigte sich ein ahnliches Bild. Im
Median betrug die AUAg4gn 120,4 Pt-Atome/10° Nukleotide-h (Spannweite
43,9 bis 721,6 Pt-Atome/10°Nukleotide-h). Die Ergebnisse in den beiden
Zyklen unterscheiden sich signifikant (p = 0,0022) voneinander. Fiur diese
Untersuchung wurde ein Wilcoxon-Test, ein nicht-parametrischer Test flr
gepaarte Stichproben, herangezogen. Im Folgenden wurden alle

Untersuchungen nach Zyklen getrennt durchgeftihrt.

Zusammenhang Tumoransprechen und Platin-DNA-Addukt-Exposition und

Tumoransprechen

Wie in Tab. 4.33 zusammengefasst, unterschieden sich die ermittelten
AUAg.4g n-Werte fur Patienten mit SD oder PD signifikant in den beiden
Behandlungszyklen, nicht aber die AUAg.4g1,-Werte der Patienten mit MR.

Tab. 4.33 Vergleich der Flache unter der Adduktkurve AUAg.4s, zwischen
den beiden Behandlungszyklen (Median [Spannweite], p-Werte
nach Wilcoxon-Test)

[Pt-Atome;\ ]%%(I)\itlsk']eotide * h] p-Wert
Zyklus 1 Zyklus 2
SD 62,5 [24,9 - 163,4] 73,3 [43,9 -196,9] 0,0210"
MR 192,8[101,4 - 379,6] 246,8 [195,2-421,0] 0,6250
PR 171,4 189,0 n.e.
PD 87,9 13,9 - 365,3] 128,9161,0-721,6] 0,0398"
* kennzeichnet ein signifikantes Ergebnis

n.e. nicht ermittelbar
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Der Patient, der eine PR unter der Therapie mit Oxaliplatin erfuhr, wies eine
in den beiden Zyklen vergleichbare AUAg4g, auf. Die medianen
AUAq.4en-Werte der Patienten mit MR waren etwa zwei- bis dreimal hoher als
die der Patienten mit SD oder PD. Insgesamt betrachtet, waren die AUAg.4gn
in allen Gruppen und Zyklen sehr variabel und schwankten um einen Faktor
von 2 bis 12.

Abb. 4.38 veranschaulicht die in Tab. 4.33 aufgefuhrten Unterschiede in der

AUAg. 451 in Abhangigkeit vom Tumoransprechen nach Zyklen getrennt.
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Abb. 4.38 Beziehung zwischen der Flache unter der Adduktkurve AUAg.4s 1
und dem Tumoransprechen nach Behandlungszyklen getrennt;
B AV Zyklus 1, OOCAV Zyklus 2, — Median

Fur die weitere Evaluierung des Tumoransprechens wurde dartber hinaus

eine Einteilung in zwei Gruppen vorgenommen:

e Gruppe 1 - Non-Responder: Patienten mit progressive disease und
stable disease
e Gruppe 2 - Responder: Patienten mit minor response und partieller

Remission
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AnschlieBend wurde ein Vergleich der Platin-DNA-Addukt-Exposition
zwischen den beiden Gruppen vorgenommen und mégliche Unterschiede mit
Hilfe des nicht-parametrischen Rangsummentests nach Mann und Whitney
auf ihre statistische Signifikanz gepruft. Die Abb. 4.39 veranschaulicht die

Ergebnisse dieses Tests.
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Abb. 4.39 Flache unter der Adduktkurve (AUAg.sgn) bei Non-Respondern
und Respondern nach 130 mg/m? Oxaliplatin;
Zyklusl, O Zyklus 2

Es konnte gezeigt werden, dass sich die beiden Gruppen in den beiden
Zyklen hinsichtlich der abgeschatzten AUAgss n-Werte signifikant
unterschieden. Die mediane AUAg4sn betrug fur Non-Responder 70,3 Pt-
Atome/10°Nukleotide-h im ersten und 67,1 Platin-Atome/10°Nukleotide-h
im zweiten Zyklus. Fur die Gruppe der Responder wurden im Median ca.
dreifach hohere Werte (Zyklus 1: 177,6 Pt-Atome/10°Nukleotide-h; Zyklus 2:
199,8 Pt-Atome/10°Nukleotide-h) ermittelt.

Beurteilung der Trennscharfe

Aufgrund des insgesamt geringen Stichprobenumfangs in den beiden

Gruppen wurde eine receiver-operator-characteristic (ROC)-Analyse durch-
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gefiihrt, um die Trennscharfe des angewandten diagnostischen Tests zu
charakterisieren.

Abb. 4.40 zeigt eine ROC-Kurve. Zur Erstellung dieser Graphik wurden auf
der Ordinate die Sensitivitat und auf der Abszisse die Spezifitat aufgetragen.
Die Sensitivitat spiegelt die relative Haufigkeit aller richtig positiven
Testergebnisse wider. Die Spezifitat ergibt sich im Gegensatz dazu aus den
relativen Haufigkeiten falsch positiver Testergebnisse. Ein idealer Test wirde
eine hohe Spezifitdat und eine hohe Selektivitat aufweisen die Flache unter

der in einer ROC-Graphik abgebildeten Kurve wirde sich 1 annahern.

100+

Sensitivitat [% ]

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

100 — Spezifitat [% ]

Abb. 4.40 ROC-Kurve fur AUAg.4gn-Werten von Respondern und Non-
Respondern nach 130 mg/m? Oxaliplatin (—Zyklus 1,
~-Zyklus 2)

Die ROC-Kurven beider Zyklen unterschieden sich deutlich von der
Winkelhalbierenden. Daruber hinaus war die Flache unter den ROC-Kurven
mit Werten von 0,8714 im Zyklus 1 und 0,9120 hoch signifikant (p < 0,01)
verschieden von der Flache unter der Winkelhalbierenden mit einem Wert
von 0,5. Diese Ergebnisse bedeuten, dass, mit einer Wahrscheinlichkeit p =
0,8714 bzw. p =0,9120 bei einem zufédllig ausgewahlten Responder, die
AUAp .48 einen hoheren Wert annimmt als bei einem zufallig ausgewahlten

Non-Responder. Somit zeigt der durchgeflihrte Test eine gute Trennscharfe.
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5 Diskussion

Die in dieser Arbeit entwickelten GF-AAS-Methoden ermdglichten die
Quantifizierung von Ruthenium bzw. Gallium in Vollblut, Plasma und Urin
nach der Applikation der neuen antitumoralen Metallkomplexe KP1019 bzw.
KP46. Basierend auf den in den verschiedenen biologischen Matrizes
erhaltenen Konzentrationen, war es erstmals moglich, die pharmako-
kinetischen Eigenschaften von Ruthenium und Gallium nach Applikation der
beiden genannten Zytostatika am Menschen zu charakterisieren. Dartber
hinaus wurde erstmalig ein semimechanistisches Population-PK/PD-Modell
fur die Beschreibung des Zusammenhangs zwischen dem Platin-
Konzentrations-Zeit-Verlauf im Ultrafiltrat und der Platin-DNA-Addukt-
Bildung in Leukozyten nach intravendser Applikation von Oxaliplatin
entwickelt. Neben der Charakterisierung des zeitlichen Verlaufs der
Platinkonzentrationen und der DNA-Platinierung konnte die Addukt-
Exposition modellgestitzt ermittelt und deren Bedeutung in Bezug auf das
Tumoransprechen evaluiert werden. Die Ergebnisse werden nun unter den

folgenden Gesichtspunkten diskutiert:

e Beurteilung der bioanalytischen Bestimmungsmethoden zur
Quantifizierung von Ruthenium bzw. Gallium in verschiedenen
biologischen Matrizes

e Charakterisierung der Pharmakokinetik der neuen antitumoralen
Metallkomplexe KP1019 und KP46 sowie deren Bedeutung flr die

Dosisfindung in der klinischen Entwicklung

e Beurteilung des entwickelten Populations-PK/PD-Modells flir
Oxaliplatin sowie Anwendungsmoglichkeiten des Modells in Bezug
auf die Entwicklung rationaler Dosierungsstrategien fur die

Chemotherapie mit Oxaliplatin
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5.1 Quantifizierung von Ruthenium bzw. Gallium in biologischen

Matrizes

Metallhaltige Zytostatika sind weit verbreitet in der Behandlung einer
Vielzahl von Tumoren. Die Quantifizierung dieser antitumoralen
Verbindungen in biologischen Proben ist unerlasslich fir das Verstandnis

von Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und Metabolismus.

5.1.1 Quantifizierung von Gallium in Vollblut, Plasma und Urin

Fur die Bestimmung der nicht radioaktiven Verbindungen von Gallium
wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl verschiedener Techniken

beschrieben!?9-202

. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte GF-AAS ist
aufgrund ihrer Selektivitat und Sensitivitat besonders fir die Bestimmung
von Spurenelementen in biologischen Matrizes geeignet. Die Quantifizierung
von Gallium mittels GF-AAS stellte jedoch stets eine besondere
Herausforderung dar. Gallium liegt in biologischen Proben vornehmlich in
der Form leichtfliichtiger Salze, wie Galliumchlorid, vor. Darlber hinaus
beeintrachtigen Interferenzen mit in biologischen Proben in gro3en Mengen
vorkommenden Magnesium- und Calciumverbindungen die Quantifizierung.
In den letzten drei Jahrzehnten nahm die Erforschung geeigneter
Aufschlusstechniken und Modifier eine zentrale Stellung in der Entwicklung
neuer analytischer Methoden ein?%32%,  Anhand der vier zitierten
Publikationen sollen im Folgenden die Probenaufarbeitung, die Verwendung
von chemischen Modifiern, das Temperaturprogramm sowie die

Bestimmungsgrenze (LLOQ) diskutiert werden.
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Temperaturprogramm

In Tab. 5.1 sind die Temperaturprogramme dieser Arbeit sowie der zitierten

Publikationen zusammengefasst.

Tab. 5.1 Temperaturprogramme zur Bestimmung von Gallium in
biologischen Matrizes

Referenz Trocknung  Vorveraschung  Veraschung Atomisierung
: 95°C, 5s o

Dlese 110°C, 605 400°C, 255 000 190 C 96007, 35

120°C, 10 s ’

Ranisteano-

Bourdon et al., 100°C, 30 s - 450°C, 30's 2050°C,1,5 s

197720

Newman, 125°C, 30's - 900°C, 30 s  2500°C, 10's

1978

Kelsen etal., 100°C, 60 s - 1000°C, 30s  2500°C, 7

1980

Nakamura et o o o

al., 1982204 100°C, 60 s - 400°C, 45 s 2750°C, 6 s

Alle in Tab. 5.1 aufgefiihrten Temperaturprogramme beinhalten eine im
Vergleich zur Gesamtanalysezeit lange Trocknungsphase zum Verdampfen
der in das Graphitrohr eingebrachten Losungsmittel. Die Konditionen dieser
Trocknungsphase waren dabei jedoch sehr unterschiedlich. So wahlten
Ranisteano-Bourdon et al. als auch Newman eine im Vergleich kurze
Trocknungsdauer von 30 s. Dieser Unterschied ist vor allem auf das
niedrigere Injektionsvolumen von maximal 25 pL?% bzw. 10 pL?%® pro
Injektion zurickzufuhren. Das Injektionsvolumen dieser Arbeit betrug 30 uL
und setzte sich aus 20 yL Probe und 10 pyL Modifier zusammen. Nakamura et
al. injizierten mit 50 uyL das im Vergleich gréBte Volumen und mussten
aufgrund des somit groBeren Losungsmittelvolumens ebenfalls eine Dauer
von 60 s wahlen. Je groBBer das Injektionsvolumen, desto langer sollte die
Trocknungsphase gewahlt werden. Siedeverzige, die zum Verlust von Teilen

der Proben vor Erreichen der Messphase fuhren kénnen, und damit zu hohen
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Impréazisionen, werden so vermieden. Eine mehrstufige Trocknungsphase,
wie sie im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, verhinderte das Auftreten
von Siedeverzigen noch zusatzlich.

Auf eine Vorveraschungsphase, wie sie in dieser Arbeit angewendet wurde,
verzichteten die Autoren der zitierten Publikationen. DarUber hinaus lagen
die Veraschungstemperaturen in dieser Arbeit deutlich lGber denen in der
Literatur beschriebenen?93-2%¢, Temperaturen oberhalb von 1000°C sind fur
Matrizes mit hohem Begleitstoffanteil (Plasma und Vollblut) notwendig. Um
eine moglichst vollstandige Abtrennung der Matrixbegleitstoffe vor der
Messphase zu erreichen, wurden speziell an die verschiedenen Matrizes
angepasste Temperaturprogramme entwickelt. Die Verwendung des Matrix-
Modifiers PdNOj3; beglnstigte dabei einerseits die Verwendung der im
Vergleich hoheren Temperaturen, da der Analyt in den Proben stabilisiert
wurde. Andererseits macht der zusatzliche Begleitstoffeintrag die hoheren
Temperaturen erforderlich. Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass Gallium
ohne Modifierzusatz nur bis 800°C stabil ist!’®. Ein Grund fir die deutlich
niedrigeren Veraschungstemperaturen in den zitierten Publikationen sind
wiederum die bereits beschriebenen unterschiedlichen Injektions-
volumina?932% Wird ein geringeres Volumen injiziert, so ergibt sich auch ein
geringerer Eintrag an zu veraschenden Matrixbestandteilen. Nakamura et al.
wahlten trotz des im Vergleich hohen Injektionsvolumens von 50 pL lediglich
Veraschungstemperaturen von 400°C. Diese niedrige
Veraschungstemperatur konnte jedoch, um eine ausreichende Abtrennung
der storenden Matrixbestandteile zu erreichen, durch eine Verlangerung der
Veraschungszeit auf 45 s kompensiert werden?%4,

Die niedrigste Atomisierungstemperatur wurde von Ranisteano-Bourdon et al.
beschrieben, wobei sie eine schrittweise Steigerung der Temperatur um
400°C/s einbauten und somit am Ende der 1,5 s dauernden
Atomisierungsphase 2650°C erreichten. Die hochste Atomisierungs-
temperatur von 2750°C fand sich in der Publikation von Nakamura et al.
Newman und Kelsen et al. verwendeten Atomisierungstemperaturen von

2500°C; diese Arbeit 2600°C. Diese vergleichsweise geringen Unterschiede
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sind vermutlich auf geratespezifische Unterschiede zuriickzufiihren®®’,

Ausgehend von der unterschiedlichen Anzahl und Dauer der einzelnen
Phasen ergaben sich unterschiedlich lange Analysenzeiten. Kurze Analysen-
zeiten begtlinstigen einerseits einen hohen Probendurchsatz und ermaoglichen
andererseits eine langere Lebenszeit der Graphitrohre, da diese nur
kurzfristig hohen Temperaturen ausgesetzt werden konnen. Die
Gesamtanalysenzeit pro Injektion betrug fur diese Arbeit 123,6 s und war
damit langer als die in den zitierten Arbeiten, was in dem hoheren

Injektionsvolumen und dem Modifiereinsatz begrindet war.

Probenaufarbeitung

Ziel der Probenaufarbeitung war es, einen vollstandigen Aufschluss der
Plasma-, Vollblut- und Urinproben zu erhalten. Fur den Einsatz in der
Routine war es dariuber hinaus wichtig, ein Einfaches und wenig zeit-
aufwandiges Verfahren zu entwickeln. In verschiedenen Vorversuchen
wurden daher in der Literatur beschriebene Methoden herangezogen und
versucht, diese gemaf3 diesen Bedingungen anzupassen und zu optimieren.
In der Literatur stehen flur den Aufschluss biologischer Proben verschiedene
Methoden zu Verfligung. Fir die Bestimmung von Gallium fanden sich vor
allem Methoden, die den Aufschluss im salpetersauren Milieu
beinhalten?932%  Ausgehend von den drei zitierten Publikationen sowie den
Erfahrungen aus der Bestimmung von Platin in biologischen Matrizes in der
Abteilung’! wurde die Probenaufarbeitung mit 65 %iger HNO3 untersucht
und optimiert. In der Tab. 5.2 sind Verfahren der Probenaufarbeitung sowie
die eingesetzten Losungen und verwendeten Modifier in dieser Arbeit sowie

aus den zitierten Publikationen zusammengestellt.
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Tab. 5.2 Probenaufarbeitung und Modifier der GF-AAS-Methoden zur
Quantifizierung von Gallium in biologischen Matrizes

Referenz Matrix Modifier Aufschlussbedingungen

Wasserbad: 80°C
Dauer: 50 min

Konz. HNOs  Ultraschallbad: 80°C

Plasma

Diese Arbeit PdNO
! | Vollblut 3 H20 Dauer: 30 min
Urin Wasserbad: 80°C
Dauer: 30 min
Sl 5 9% Triton-X Raumtemperatur,
Ranisteano- H,0 Dauer: k.A.
Bourdonetal., vollblut n.a.
1977206
Gewebe Konz. HNOs3 Wasserbad: 100°C
(getrocknet) Dauer: 12 h
Newman o
' Konz. HNO3 Reflux: 100°C
2109378 Serum 0,5 mM EDTA H,0 Dauer- 24 h
Kelsen et al.. Plasma Plasma
1980205 n.a. n.a.
Urin 0,5 N HNO3
0,5 mM EDTA
Nakamura et Phospatpuffer
al. 1982204 Serum 0,5 mM EDTA (oH 6.8) k.A.
H.0

k.A. keine Angaben
n.a. nicht angewendet

Der Probenaufschluss unter Zugabe von 65 %iger HNO3 und anschlieBender
Inkubation bei 80°C im Wasserbad bzw. Ultraschallbad erwies sich in dieser
Arbeit flr alle drei untersuchten Matrizes als glnstig. Anders als in der
Dissertation von A. Pieck’® konnte eine klare Lésung von Vollblut nur durch
die Inkubation im Ultraschallbad erreicht werden. Als maximale
Inkubationszeit wurde eine Stunde angestrebt. Auch Urinproben wurden
unter Verwendung 65 %iger HNO3 aufgeschlossen, da sich auf diese Weise
der in den Patientenproben in unterschiedlichem Ausmaf3 auftretende

Niederschlag in Losung bringen lieB. Fur urinhaltige Proben, die eine
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Konzentration zwischen 1 und 20 pg/L Gallium aufwiesen, wurde vor dem
Aufschluss ein Trocknungsschritt eingefuhrt. Die erhaltenen klaren Losungen
wurden anschlieBend mit destilliertem Wasser in den entsprechenden
Konzentrationsbereich verdunnt.

Auch Nakamura et al., Newman und Ranisteano-Bourdon et al. verwendeten
salpetersaure Aufschlussverfahren. Wahrend Nakamura et al. keine Angaben
zu Temperatur und Dauer der Inkubation machten, zeichnen sich die
Aufschlisse der anderen Autoren durch relativ lange Aufschlusszeit von 12
bis 24 h aus293:204.206  Fg pleibt dabei anzumerken, dass Ranisteano-Bourdon
et al. dieses Verfahren flir Gewebeproben etablierten und somit aufgrund der
komplexen Matrix léangere Aufschlusszeiten zu erwarten waren. Darlber
hinaus fand die Lyse bei Raumtemperatur statt, was ebenfalls langere
Inkubationszeiten erforderlich machte. Newman beschrieb dagegen ein
komplexes mehrstufiges Verfahren, das, neben dem 24-stindigen
Aufschluss unter Reflux, auch Filtrations- und Extraktions- sowie
Waschschritte beinhaltete. Viele Modifikationsschritte und Ubertragungen in
andere GefaBBe erhohen die Gefahr von Probenverlusten sowie Verun-
reinigungen und kdénnen somit zu einer Beeintrachtigung der Prazision zur
Folge haben. Kelsen et al. fluhrten dagegen keine Aufarbeitung der
Plasmaproben durch. Die Urinproben wurden in einem Einschritt-Verfahren
mit 0,5 N-HNOs aufgearbeitet. Die Autoren beschrieben auch die neben
dieser Arbeit hochsten Veraschungstemperaturen, die sich somit aus der

Probenaufarbeitung erschlief3en.

Wahrend der Vorversuche zeigte sich eine deutliche pH-Abhangigkeit der
Gallium-Absorptionssignale  (Ergebnisse nicht gezeigt), wobei mit
abnehmendem pH-Wert ein Ansteigen der Absorptionssignale zu beobachten
war. Nakamura et al. beschrieben ebenfalls eine pH-Abhdngigkeit der
Absorptionssignale. So konnten sie nachweisen, dass die Signale bei pH-
Werten von 3,8 und 8,6 konstant waren, auBBerhalb dieses Bereiches aber
abnahmen?®*. Nach dem Aufschluss mit 65 %iger HNO; stellten sie daher

die Serumproben mit Hilfe von Phosphatpuffern auf einen pH-Wert von 6,8
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ein. Daruber hinaus pruften sie einen alternativen Aufschluss mit
konzentrierter Salzsaure. In Anwesenheit von HCI oder im basischen Milieu
bilden sich flichtige Galliumverbindungen, z.B. Galliumchlorid, respektive
Galliumhydroxid. Die Autoren stabilisierten daher ihre Proben zusatzlich mit
0,5 mM EDTA und konnten so das Entstehen leichtflichtiger Gallium-
verbindungen durch den Einfluss der Saure minimieren und einen positiven
Effekt auf die Galliumquantifizierung beobachten. Auch Newman verwendete
EDTA als Modifier. Der Chelatbildner wurde den Proben zugesetzt, um
Calcium- und Magnesiumionen, die in groBem Ausmal3 in Serumproben
vorkommen und zu Interferenzen wahrend der Galliumbestimmung fuhren,
zu komplexieren. Die positive Wirkung von EDTA auf die Absorptionssignale
von Gallium konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Als
Begrindung ist vor allem die unterschiedliche Instrumentierung zu sehen.
So verfligte das in dieser Arbeit eingesetzte GF-AAS-System Uber eine
Zeeman-Untergrundkorrektur. Der Zeeman-Effekt ermoglicht die Trennung
des Signals des Analyten vom Untergrundsignal. Durch die Verwendung
dieser Korrektur waren die Interferenzen von Calcium und Magnesium mit
dem Analyten von geringer Bedeutung und somit der Einfluss von EDTA auf
das Galliumsignal nicht erkennbar. Auf die Verwendung von EDTA wurde

daher im Rahmen dieser Arbeit verzichtet.

Modifier

Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, verwendeten verschiedene
Autoren EDTA als chemischen Modifier fur die Bestimmung von Gallium. Der
positive Einfluss konnte in dieser Arbeit, wie bereits diskutiert, nicht
bestatigt werden. Jedoch zeigte sich in den Voruntersuchungen, dass die
Verwendung eines Matrix-Modifiers fur die Bestimmung unerlasslich war. In
der Literatur findet sich eine Vielzahl von Modifiern fur die Bestimmung von
Gallium in biologischen Matrizes!’®2%,  Die fur Gallium empfohlenen
Verbindungen fluhren allesamt zur Stabilisierung des Galliums, indem
leichtflichtige Verbindungen, wie Galliumchlorid, vornehmlich zu weniger

flichtigem Galliumnitrat umgesetzt werden. Die fur den Aufschluss
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verwendete konzentrierte Salpetersaure kann daher auch als Modifier
betrachtet werden, da durch ihren Einsatz Chlorid in Form von HCI aus der
Probe eliminiert wird.

Dariiber hinaus konnte unter der Verwendung von Palladiumnitrat in
salpetersaurer Losung eine Erhohung der Absorptionssignale beobachtet
werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch wenn der Mechanismus bislang
nicht vollstandig geklart werden konnte, so scheint dieser analog zu den von
Volynskii fur Nickelnitrat-Modifier beschriebenen folgenden Reaktionen zu

sein?%8;

2 NaCl + Ni(NO3), — 2 NaNO; + NiCl, Gl. 5.1
NiCl, + H,0 = NiOHCI + HCIt Gl. 5.2
NiOHCI + H,0 — Ni(OH), + HCIt Gl. 5.3
Ni(OH), = NiO + H,0 Gl. 5.4

Da sich die Verwendung des Palladiumnitrat-Modifiers als glnstig erwies,
wurde auf die Untersuchung weiterer Matrix-Modifier, wie Nickelnitrat,

verzichtet.

Validierung

Die vorliegende Arbeit prasentiert eine nach internationalen Kriterien
validierte Methode fiir die Bestimmung von Gallium in biologischen Matrizes.
In den zitierten Arbeiten wurden entweder keine oder nur ungenltgende
Angaben zu Prifung der Richtigkeit und Prazision der gemessenen
Galliumkonzentrationen gemacht?93-2%¢, Jedoch lassen sich die Methoden
hinsichtlich der Empfindlichkeit diskutieren. Unter Berlcksichtigung der
jeweiligen Verdunnungsfaktoren betrugen die Messbereiche flir Plasma und
Urin 0,5 bis 10 pg/L und fur Vollblut 1 bis 10 pg/L. Durch das Proben-
volumen von 20 pL konnten somit am LLOQ 10 pg bzw. 20 pg Gallium
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richtig und prazise bestimmt werden. Nakamura et al. beschrieben 120 pg
Gallium, Newman in Abhangigkeit vom Injektionsvolumen zwischen 40 pg
und 200 pg Gallium und Ranisteano-Bourdon et al. 50 pg als Bestimmungs-
grenze. Kelsen et al. etablierten mit 20 ng Gallium die am wenigsten
empfindliche Methode??32%, Neben dem Einsatz des Palladiumnitrat-
Modifiers und der Zeeman-Untergrundkorrektur ist auch das Alter der
zitierten Publikationen zu bericksichtigen. Weiterentwicklungen der GF-AAS-
Systeme sowie der Graphitrohre und Hohlkathoden innerhalb der letzten

Jahrzehnte begiinstigten den deutlichen Unterschied in der Sensitivitat.

5.1.2 Quantifizierung von Ruthenium in Plasma und Urin

Im Gegensatz zu Gallium wurden rutheniumhaltige Verbindungen bislang
nur sehr selten in der Therapie von Tumorerkrankungen oder anderen
Erkrankungen eingesetzt. Bis heute wurde lediglich NAMI-A, ein bereits in
Kap. 1.2.1 vorgestellter antimetastatischer Rutheniumkomplex, klinisch
angewandt. Aufgrund der limitierten klinischen Anwendung finden sich fur
Rutheniumverbindungen nur wenige Bestimmungsmethoden in biologischen
Matrizes?%%-211, Wiahrend zunachst vor allem GF-AAS-Methoden entwickelt
wurden 219, zeigte sich in den letzten Jahren eine verstarkte Anwendung der
Induktiv-gekoppelten-Plasma-Massenspektrometrie in der Bioanalytik von
Ruthenium?%221l Unabhangig von den angewandten Techniken wurden die
neuen Verfahren und die Methoden dieser Arbeit gemal3 den internationalen
Anforderungen fur Bioanalytik validiert?09-211,

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit entwickelten Methoden mit der von
Crul et al. entwickelten GF-AAS-Methode hinsichtlich Probenaufarbeitung,
Temperaturprogramm, Bestimmungsgrenze sowie Richtigkeit und Prazision
diskutiert werden. Die von Crul et al. vorgestellten Methoden erlauben die

Bestimmung von Ruthenium in Plasma, Ultrafiltrat und Urin?!°,
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Temperaturprogramm

Die Temperaturprogramme der vorliegenden Arbeit und von Crul et al. wiesen
im Hinblick auf die Gesamtanalysendauer ausgepragte mehrstufige
Trocknungsphasen auf. Fur diese Arbeit dauerte die Trocknung 75 s und
beinhaltete ein schrittweises Ansteigen der Trocknungstemperatur von 95
auf 120°C. Crul et al. verwendeten einen vierstufigen Temperaturverlauf der
Trocknungsphase mit einer Gesamtdauer von 56 s. Der Unterschied in der
Dauer lasst sich anhand der eingesetzten Injektionsvolumina erklaren, die
bei Crul et al. 10 yL und in dieser Arbeit 20 pyL betrugen. Das in beiden
Arbeiten angewandte schrittweise Erhohen der Trocknungstemperatur
verhindert das Auftreten von Siedeverziigen und beugt somit Analytverlust
vor der Messphase vor.

Ein weiterer deutlicher Unterschied zwischen den Methoden dieser Arbeit
und der von Crul et al. zeigte sich in Bezug auf die Vorveraschung und die
Veraschung. Die in dieser Arbeit entwickelten Temperaturprogramme
beinhalten flr urin- und plasmahaltige Proben eine Phase der Vorveraschung
mit 650°C mit einer Dauer von 35 s. Eine Vorveraschungsphase wurde in der
zitierten Publikation dagegen nicht etabliert. Die Veraschungstemperatur
betragt unabhangig von der analysierten Matrix 1200°C und dauert 29 s. Die
Veraschungstemperaturen dieser Arbeit sind mit 1500°C fur Plasma und
1600°C fur urinhaltige Proben deutlich hoher. Auch dieser Unterschied liegt
vor allem in den verwendeten Injektionsvolumina begrindet. Ein groBeres
Injektionsvolumen bedeutet auch ein grol3erer Eintrag  von
Matrixbegleitstoffen in das Graphitrohr. Um eine mdglichst vollstandige
Abtrennung dieser Begleitstoffe zu erreichen, wurden neben einer langeren
Veraschung auch hohere Temperaturen erforderlich. Da jedoch hohere
Temperaturen auch gleichzeitig eine Beeintrachtigung der Lebensdauer zur
Folge haben konnen, stellt die Einfuhrung einer Vorveraschungsphase bei
niedrigeren Temperaturen zur Abtrennung leichfllichtiger Matrixbestandteile
eine schonende Alternative dar.

Crul et al. wahlten mit 2800°C eine etwas hohere Atomisierungstemperatur
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als die im Rahmen dieser Arbeit (2700°C). Eine hoéhere Atomisierungs-
temperatur ist meist mit hoheren Absorptionen verbunden, gleichzeitig aber
auch mit einem vermehrten Graphitabtrag aufgrund der ab 2000 °C
beginnenden Kohlenstoffsublimation.

Neben dem geringeren Probenvolumen kdnnten die Unterschiede in den
Temperaturprogrammen auch geratebedingt sein. Die Art der Temperatur-
kontrolle und die Unterschiede in der Leitfahigkeit zwischen Graphitrohr und
Metallkontakten konnten fur die Unterschiede in den Temperatur-
programmen dieser Arbeit und der von Crul et al. eine Erklarung sein. Eine
Ubertragung von Methoden von einem Gerat auf das andere ist daher nur
mit einer Optimierung der einzelnen Phasen der Temperaturprogramme
moglich.

Aus den Differenzen in der Dauer der einzelnen Phasen der vorgestellten
Temperaturprogramme sowie der zusatzlichen Vorveraschungsphase
resultiert in dieser Arbeit eine deutlich langere Gesamtanalysenzeit von
146,7 s pro Injektion. Die Analysenzeit der von Crul et al. prasentierten
Methode betragt 105,6s%!°. Insgesamt ermoglichen kurze Analysenzeiten
einen hohen Probendurchsatz und eine langere Lebensdauer der
Graphitrohre, da diese weniger lange hohen Temperaturen ausgesetzt sind.
Das im Vergleich doppelte Injektionsvolumen der Methoden dieser Arbeiten
machte, wie bereits erwahnt, die Verwendung einer ausgedehnten

Veraschungsphase sowie einer Vorveraschungsphase unerlasslich.

Probenaufarbeitung

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte sowohl bei Crul et al. als auch in dieser
Arbeit in der Form verschiedener Verduinnungsschritte. Crul et al. setzten fir
alle drei Matrizes entweder einen Puffer, bestehend aus 0,9 %iger
Kochsalzlosung, die 16 mL HCI (37%) in einem Liter enthielt, oder Puffer-
Plasma-Mischungen in den Verhaltnissen 1:5 und 1:10 ein. Die klinischen
Plasma- und Urinproben wurden mindestens im Verhaltnis 1:10, die
Ultrafiltratproben im Verhaltnis 1:2 verdiinnt?1°,

Da bei der Quantifizierung mit Hilfe der GF-AAS die Matrix einen
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entscheidenden Einfluss auf die Signalhdhe hat, wurden im Rahmen dieser
Arbeit matrixspezifische Probenaufarbeitungsschemata entwickelt. So
erfolgte die Probenaufarbeitung als Ein- oder Zwei-Schritt-Verfahren.
Plasmahaltige Proben wurden mit einer 1 %igen Triton-X-Losung (V/V)
verdinnt, wahrend die Verdlinnung von Urinproben mit 6,5 %iger HNO;
(V/V) erfolgte. Die Erstellung der QC-Proben sowie der Standards erfolgte
matrixadaptiert. Crul et al. verwendeten fur die Quantifizierung unabhangig
von der Matrix der Proben hergestellte Standards, die auf Plasma, das 1:10
mit dem zuvor beschriebenen Puffer verdinnt wurde, basierten. Der Effekt
der Matrix verringert sich jedoch, je kleiner deren Anteil in der spateren
Analysenprobe wird. Da Crul et al. Matrizes mit einem hohen Begleitstoff-
anteil, wie Urin, stets mindestens 1:10 mit Puffer bzw. Puffer-Plasma-
Mischung verdunnten, betrug der Anteil an Matrix, der nicht der
Kalibriermatrix entsprach, maximal 10 9%. Der Matrix-Effekt auf die

Absorptionssignale spielte somit eine untergeordnete Rolle?!0,

Validierung

Vergleicht man nun die Bestimmungsgrenzen (LLOQ) der vorgestellten
Methoden, so konnten in  dieser Arbeit deutlich niedriger
Rutheniumkonzentrationen richtig und prasize in den beiden Matrizes
bestimmt werden. Das LLOQ dieser Arbeit betrug Plasma 30,0 und 3,0 ug/L.
In der Arbeit von Crul et al. lag das LLOQ im Plasma und im Urin bei 1,1 uyM
NAMI-A, was ca. 113,5 pg/L Ruthenium entspricht. Nach Korrektur der
Bestimmungsgrenze durch das unterschiedliche Injektionsvolumen,
zeichneten sich die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methoden mit
einer Ruthenium-Menge von 600 bzw. 60 pg am LLOQ im Vergleich zu
1135 pg am LLOQ bei Crul et al. durch eine bessere Empfindlichkeit aus.
Auch die Messbereiche waren unterschiedlich. So betrugen diese bei Crul et
al. zwischen 1,1 und 220 uM NAMI-A, was ca. 22 bzw. 4400 ug/L Ruthenium
entsprach. Deutlich breiter wurden die Messbereiche in der vorliegenden
Arbeit gewahlt und evaluiert. Die Messbereiche im Plasma betrugen 30 bis
30000 pg/L Ruthenium im Plasma und 3,0 bis 24,000 pg/L im Urin.
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Richtigkeit und Prazision der Methoden wurden anhand der Between-day-
Richtigkeit und -Prazision gepruft. Fur die Bestimmung im Plasma wurden
bei gemeinsamer Betrachtung aller QC-Proben der drei Konzentrations-
bereiche flr die Richtigkeit mit Werten zwischen -7,6 9% und +5,3 9% (RE)
bestimmt. Im Urin betrug der RE der QC-Proben im gesamten
Konzentrationsbereich zwischen —-4,2 und +2,1 9. Die internationalen
Anforderungen bezlglich der Richtigkeit konnten somit erfullt werden. Crul et
al. berichteten relative Fehler von -3 % bis +1 9% im Plasma und -7 9% bis
-2 % im Urin. Im Plasma konnte sie demzufolge die QC-Proben mit einer
grolBeren Richtigkeit bestimmen, als es mit den entwickelten Methoden im
Rahmen dieser Arbeit moglich war. Jedoch ist zu bericksichtigen, dass in
der vorliegenden Arbeit ein deutlich groBerer Konzentrationsbereich
abgedeckt wurde. In Bezug auf die Richtigkeit im Urin sind beide Methoden
vergleichbar.

Die Between-Day-Prazision bzw. -Impréazision der QC-Proben der in dieser
Arbeit vorgestellten Methoden wurden im Plasma mit Werten < 6,8 9% und
im Urin mit Werten < 7,1 9% bestimmt. Auch in Bezug auf die Prazision

wurden damit die international geltenden Anforderungen erfiillt165,

5.1.3 GF-AAS und ICP-MS in der Bioanalytik von Metallkomplexen

Geeignete Quantifizierungsmethoden bilden die Grundlage fir die
Charakterisierung pharmakokinetischer und -dynamischer Eigenschaften von
Arzneistoffen. Im Hinblick auf die Routineanwendung dieser Methoden im
Rahmen von z.B. therapeutischem Drug Monitoring, und somit zur
Dosisindividualisierung, sollten sich diese Methoden durch eine einfache
Probenaufarbeitung, geringe Analysenzeiten und vor allem durch eine
ausreichende Empfindlichkeit auszeichnen, um auch geringe Mengen des
Arzneistoffes richtig und prazise bestimmen zu koénnen. Aufgrund der
begrenzten Verfugbarkeit von biologischen Matrizes und der zum Teil
geringen Konzentrationen der Analyten in diesen Proben ist es

unverzichtbar, sensitive und selektive Methoden zu entwickeln.
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Insgesamt zeichnen sich die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden durch
eine einfache Probenaufarbeitung und hohe Empfindlichkeit aus und eignen
sich somit fur die routinemafige Anwendung. Daruber hinaus konnte anhand
der Ubrigen Validierungskriterien gezeigt werden, dass Methoden die
internationalen Anforderungen erflullten und somit eine richtige und prazise
Quantifizierung von Gallium bzw. Ruthenium in den biologischen Matrizes
erlauben'®. Jedoch weist die GF-AAS hinsichtlich ihrer Sensitivitat deutliche
Grenzen auf. So konnten Henke et al. und Brouwers et al. ICP-MS-Methoden
fur die Bestimmung von Ruthenium im Plasma, Ultrafiltrat und Urin
entwickeln, deren LLOQ mit 5 pg/pL im Plasma etwa ein Tausendstel des
LLOQ in dieser Arbeit betrug. Hinsichtlich Richtigkeit und Préazision
unterscheiden sich die beiden Techniken kaum?299:211,

Die GF-AAS erlaubt keine Differenzierung der gemessenen Ruthenium bzw.
Gallium-Spezies. Ahnlich wie fir die Platin-Komplexe scheint es auch fir
KP46 und KP1019 pharmakologisch relevantere Spezies zu geben. Im
Gegensatz zu den Platin-Komplexen werden fir KP1019 und KP46 vor allem
die Transferrinaddukte als pharmakologisch aktiv beschrieben, da diese
gezielt Uber den Transferrin-Rezeptor in die Zelle aufgenommen werden. In
den letzten Jahren konnten Methoden, wie die ICP-MS in Kombination mit
CE oder HPLC als Speziationssystem, flir eine selektive Untersuchung der
Konjugate von Ruthenium und Gallium mit z.B. Albumin, Transferrin oder
der DNA entwickelt werden?92212-215 " Hinsichtlich der Kompatibilitat mit
Separations-Techniken und damit verbundener Selektivitat sowie der
Sensitivitat ist die IC-MS der GF-AAS daher deutlich tberlegen.
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5.2 Individuelle Pharmakokinetik nach Applikation von KP46 und
KP1019

5.2.1 Individuelle Pharmakokinetik von Gallium nach Applikation von KP46

Erstmalig wurden im Rahmen dieser Arbeit die pharmakokinetischen
Eigenschaften von Gallium nach peroraler Gabe von KP46 am Menschen
untersucht. Verschiedene Autoren beschrieben ein Zwei-Kompartiment-
Modell fur die PK von Gallium nach Applikation sowohl des intravends
applizierten Galliumnitrats als auch des peroral verabreichten Gallium-
maltolats?!®?!7, Die Gallium-Konzentrations-Zeit-Profile in Plasma und
Vollblut waren individuell sehr verschieden. Zudem war die Anzahl der
Patienten sehr gering, was die Wahl eines adaquaten pharmakokinetischen
Modells erschwerte. Die im Folgenden diskutierten pharmakokinetischen
Parameter wurden daher durch eine nicht-kompartimentelle Datenanalyse
(NCA) unter Verwendung von WinNonlin® Professional Version 5.01 ermittelt.
Die  pharmakokinetischen  Parameter wurden jeweils aus den
Konzentrationen nach der ersten und letzten Gabe berechnet. Da aufgrund
der deutlich léangeren Sammlungszeit nach der letzten Gabe eine
verlasslichere Abschatzung der fur die NCA essentiellen t;,,z moglich war,
sollen im Folgenden vor allem die pharmakokinetischen Parameter nach der
14. Administration diskutiert werden.

Die absolute Bioverfligbarkeit von KP46 ist bislang nicht bekannt. Diese
konnte in der Berechnung der pharmakokinetischen Parameter somit nicht
berucksichtigt werden. Die relative Bioverfugbarkeit, bezogen auf den
peroralen Gallium-Komplex Galliummaltolat, betrug weniger als 10 %.
Bernstein et al. schatzten fur Galliummaltolat eine Bioverfluigbarkeit von 25
bis 57 % in Bezug auf das i.v. applizierte Galliumnitrat ab?'6. Fur das
ebenfalls peroral applizierbare Galliumchlorid wurde eine Bioverfligbarkeit
von 2 % beschrieben?®!®. Ausgehend von diesen Untersuchungen lasst sich

vermuten, dass die Bioverfugbarkeit von KP46 etwa der GroBenordnung von
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GaCls entspricht. Jedoch sei angemerkt, dass die Berechnungen sowohl fir
KP46 als auch fur Galliummaltolat auf der Annnahme beruhten, dass fur alle
drei Verbindungen eine lineare Kinetik vorlag und sich die Eliminations-
kinetik der Substanzen nicht unterscheidet. Unterschiede in der
Bioverfugbarkeit konnten wunter anderem auf den unterschiedlichen
Darreichungsformen von KP46 und Galliummaltolat beruhen. So wurde die
in dieser Arbeit untersuchte Substanz in Form magensaftresistent
Uberzogener Tabletten, Galliummaltolat dagegen als nicht magensaft-
resistente Kapsel verabreicht. AuBerdem ist KP46 deutlich lipophiler als
Galliummaltolat mit n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (Kow) von
1,15 bzw. 0,41 2% was mit einer schlechteren L&slichkeit von KP46 im
Gastrointestinaltrakt einhergeht.

Fir Galliummaltolat wurde aul3erdem eine gute Loslichkeit in der
intestinalen Flissigkeit (pH 6,5 — 7,8) sowie eine Freisetzung von Gallium
aus dem Komplex in diesem Milieu beschrieben?!®21% Die freigesetzten
Galliumionen werden vermutlich Uber das Eisentransportsystem der
Darmmucosa in das Blut resorbiert?'®. Zudem wird vermutet, dass im GIT
ein Gleichgewicht zwischen freien Galliumionen und Galliummaltolat vorliegt
und somit auch die Resorption des intakten Komplexes mdoglich ist?16:219,
KP46 dagegen liegt im Intestitium vermutlich als stabiler Komplex vor??°,
Obwohl die Resorption von KP46 aus dem Intestitium bislang nicht
untersucht wurde, scheint eine Aufnahme von Gallium Uber den Fe?*-H*-
Symportcarrier (DCT1) fur KP46 eher unwahrscheinlich. Die beschriebene
Lipophilie zeugt jedoch von einer guten Balance zwischen hydrophilen und
lipophilen Eigenschaften von KP46 und sollte eine adaquate Membran-
permeabilitat ermoglichen®?!. Aus den beschriebenen Zusammenhingen
resultiert vermutlich die fur KP46 im Vergleich zu Galliummaltolat geringere
Bioverfugbarkeit und folglich auch, wie in Tab. 5.3 ersichtlich, die
niedrigeren C,ax und AUC-Werte.
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Tab. 5.3 Pharmakokinetische Parameter von Gallium nach KP46-,
Galliumnitrat-, Galliumchlorid und Galliummaltolat-Gabe [MW =+

SD]
Referenz GDa(I)I?LSm Crmax AUC t1/22 cL’ Vv,"
[ng/mL] [ugh/mL]  [h] [L/h] [L]
[mg]
8,3 9,7 0,09 93,7 7,5 1469

KPa6 bis 124.9 bis 392,0 bis 8.55 bis 433,2 bis 104.6 bis 49821

Galliumnitrat, i.v.

Webster et al., 2349 15200 106,0 63,0 nb 1,3%
2000222 ’ +3100 +14,0 + 24,0 o +0,2
Hall et al., 100,6 # #
1979223 bis 2013 n.b. n.b. 25,1 0,04 1,2
gga;g‘;f;t al. 251,7  nb. n.b. 24,0 n.b. n.b.
Kelsen et al. 3340 11300 365,0 106,3 0,9 29,6
1980°% ’ +800 +506,0 +198,8 +1,3 +2,5
Hughes und “
167,8 1,3
Hansen, . ' n.b n.b. n.b. n.b ’
1992225 bis 302,0 +0,2
Galliumchlorid, p.o.
Collery et al., 123,0 6,3 43,0
1989108 3165 1610  +54  £190 n.b. n.b.
Galliummaltolat, p.o.
115,0 7,4 104,0 107,1
15,7 £2.0 £1,0 +510 P + 44
Bernstein et al.,
20007 69,0 36,8 0 6
569, ) 115, 116,4
/84 1170  +109 +1486 P +7.1

n.b. nicht bestimmt oder nicht angegeben
# Angabe pro kg Korpergewicht
* fur perorale verabreichte Substanzen CL/F bzw. V,/F

Die Pharmakokinetik von Gallium im Plasma und im Vollblut war durch ein
extrem groBBes Verteilungsvolumen (V,,F) gekennzeichnet. So wurden V,/F
Werte zwischen 1469 und 49821 L ermittelt. Das Verteilungsvolumen im

Vollblut unterscheidet sich kaum von dem im Plasma. Eine Kumulation in
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den korpuskuldaren Bestandteilen des Blutes scheint somit nicht
stattzufinden. Eine Beurteilung des Verteilungsvolumens von Gallium ohne
Kenntnis der Bioverfligbarkeit bleibt sehr spekulativ. Studien zur Bindung an
Plasmaproteine lassen jedoch vermuten, dass eine Verteilung von Gallium in
das Gewebe stattfindet. Im Gegensatz zu Ruthenium- oder Platin-Komplexen
bindet KP46 nur in sehr geringem Ausmaf3 an Albumin. Die Bindung an
Transferrin dagegen scheint die von KP1019 zu Ubersteigen®®®. Die
Transferrinbindung spielt eine Schlisselrolle bei der Aufnahme von Gallium
in die Zelle und dessen pharmakologischer Wirkung. Dartber hinaus wurde
fur Gallium in verschiedenen Tierstudien eine Verteilung in verschiedene

Gewebe, wie Leber, Milz, Niere und Knochen, beschrieben?18,

Wie aus Tierstudien zu erwarten war, wurde auch am Menschen eine sehr
lange Halbwertszeit von 93,7 bis 433,2 h, was etwa 4 bzw. 18 Tagen
entspricht, beobachtet. Der Steady-state-Zustand wurde daher wahrend der
taglichen Applikation von KP46 Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nicht
erreicht. Diese terminalen Halbwertszeiten korrespondieren mit den Werten,
die Bernstein et al. fir Galliummaltolat ermittelten (s. Tab. 5.3)?!°. Kelsen et
al. und Webster et al. beschrieben zwar fur das i.v. applizierte Galliumnitrat
ahnlich lange Halbwertszeiten, doch fanden sich auch deutlich kirzere
Halbwertszeiten fur Galliumnitrat. Galliumionen selbst scheinen nicht ohne
Weiteres an Transferrin zu binden, da sie als anionische Gallat-Komplexe
[Ga(OH)4]” vorliegen®'®. Die rasche Elimination dieser Molekile konnte,
neben einer kirzeren Beobachtungszeit und damit einer moglichen
Unterschatzung, eine Erklarung fur die beschriebenen Unterschiede in der
Halbwertszeit sein. Die Autoren berichten zudem von einer bevorzugt
renalen Ausscheidung nach intravenoser Applikation. So fanden sie
innerhalb von 24 h 49 bis 94 9% des applizierten Galliums im Urin wieder?°5,
Fur KP46 und Galliummaltolat wurden mit 1 % innerhalb von 24 h bzw. 2 9,
innerhalb von 72 h deutlich geringere Anteile der Dosis im Urin gefunden.
Insgesamt scheint die renale Elimination fiir KP46 eher eine untergeordnete

Rolle zu spielen, da auch die renale Clearance mit Werten zwischen 0,52
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und 3,43 mL/min deutlich geringer als die glomerulare Filtrationsrate (ca.
120 mL/min) war. Eine abschlieBende Beurteilung der pharmakokinetischen

Eigenschaften lasst sich allerdings nicht treffen.

5.2.2 Individuelle Pharmakokinetik von Ruthenium nach Applikation von
KP1019

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig die pharmakokinetischen
Eigenschaften von Ruthenium nach Applikation von KP1019 am Menschen
charakterisiert. Die Rutheniumkonzentration in Plasma und Urin wurden mit
den in dieser Arbeit entwickelten und validierten Methoden quantifiziert. Die
pharmakokinetischen Parameter wurden sowohl flr eine Einmalgabe als
auch fur multiple Gaben abgeschatzt.

Die pharmakokinetischen Parameter nach der ersten Applikation zeigten ein
leicht unterschiedliches Bild im Vergleich zu den Parametern, die unter
Berticksichtigung aller Rutheniumkonzentrationen ermittelt wurden. So
wurde die Gesamtclearance ca. um ein Drittel niedriger abgeschéatzt. Dieser
Unterschied ergab sich aus der Tatsache, dass es sich nicht eine ,Single-
Dose-Untersuchung® handelte, bei der Ublicherweise ein ausgedehntes
Sammlungsintervall die Extrapolation des Konzentrations-Zeit-Verlaufs nach
Unendlich erlaubt. Die Gabe der nachsten Dosierung schneidet den
Zeitverlauf praktisch ab: Die terminale Halbwertszeit wird daher
unterschatzt. Dies wiederum hat zur Folge, dass im Vergleich hohere
Gesamtkorperclearancewerte erhalten werden. Die terminale Halbwertszeit
nach der funften Applikation wurde mit 85,5 bis 200 h abgeschatzt, die nach
der ersten Applikation mit 51,2 bis 117 h.

Im Folgenden sollen die pharmakokinetischen Parameter, die unter
Verwendung aller zur Verfugung stehenden Konzentrationen (multiple
Dosierung) erhalten wurden, diskutiert werden. Fur die Charakterisierung der
renalen Clearance wurden nur die Rutheniumkonzentrationen in Plasma und

Urin nach der ersten Applikation bertcksichtigt. Aufgrund der sehr langen
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Halbwertszeit wurde der Steady-State wahrend des gesamten Beobachtungs-

zeitraums nicht erreicht.

Das relativ kleine Verteilungsvolumen (Vss) mit Werten zwischen 6,3 und
10,5 L entsprach nahezu dem Blutvolumen. Eine Verteilung ins Gewebe
scheint nicht oder nur im geringen Ausmaf stattzufinden. Die Verteilung von
Ruthenium war durch eine ausgepragte Bindung an die Plasmaproteine
Albumin und Transferrin gekennzeichnet. Henke et al. konnten mit Hilfe einer
validierten ICP-MS Methode fur die ungebundene Fraktion einen Wert von
0.11 £ 0.32 % [MW = SD] ermitteln®'!. AuBerdem zeigten die Autoren, dass
mehr als 99 9%, des Rutheniums in den Plasmaproben an Albumin gebunden
vorlag. Nur etwa 1 9% des Rutheniums fanden sie an Apo-Transferrin
gebunden vor, was sich vor allem auf den schnellen Turnover von Transferrin
zuriickfihren lasst?’!. Diese Ergebnisse unterstrichen die Hypothese der
Transferrin vermittelten Aufnahme von Ruthenium in die Zelle!#°2?7, Groessl
et al. erzielten in Inkubationsstudien mit humanem Serumalbumin ghnliche
Ergebnisse??®. In unserer klinischen Studie wurde zudem nur leichte
Toxizitat beobachtet. Diese Ergebnisse korrespondieren ebenfalls mit der
Hypothese der Transferrin vermittelten Aufnahme und der ausgepréagten
Plasmaproteinbindung, da die ungebundene Fraktion als relevant fur das
Auftreten moglicher toxischer Effekte angesehen wird.

Wie in Kap. 1.2 beschrieben, hat das Ausmal3 der Bindung von Ruthenium
an Transferrin einen Einfluss auf die zellulare Aufnahme. Genauer gesagt
hatte eine Uberladung von Transferrin, das hei3t mehr als zwei Ruthenium-
atome pro Transferrinmolekdil, eine verminderte Aufnahme in die Zelle zur
Folge!44, Da die physiologische Transferrinkonzentration etwa 5 9% der
Albuminkonzentration ausmacht, lieB sich die Ruthenium-Beladung ab-
schatzen. Etwa jedes dritten Transferrinmolekidl lag in Form eines

Ruthenium-Transferrin-Komplexes vor??®

. Somit lag, wie in den In-vitro-
Untersuchungen gezeigt werden konnte, ein flr die antitumorale Wirkung
vorteilhaftes stochiometrisches Verhaltnis vorl44,

Der Anteil der ersten verabreichten Dosis, der kumulativ im Urin



196 DISKUSSION

ausgeschieden wurde, und die abgeschatzte renal Clearance waren sehr
gering. So betrug der kumulativ im Urin ausgeschiedene Dosisanteil nur
maximal 5,2 9%. Die renale Clearance von 0,008 bis 0,046 mL/min betrug
weniger als ein Prozent der glomerularen Filtrationsrate. Die renale
Elimination scheint somit fur die Ausscheidung von Ruthenium eine
untergeordnete Rolle zu spielen.

Fast bei allen Patienten konnten sekundare Peaks bzw. Wiederanstiege in
den Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Verlaufen beobachtet werden. Die
leichten Wiederanstiege der Rutheniumkonzentrationen im Plasma zwischen
5 und 9 h nach Beginn der Infusion legen eine bilidre Exkretion von
Ruthenium und einen sich anschlieBenden enterohepatischen Kreislauf nahe.
Diese Beobachtungen konnten einen Hinweis auf einen maoglichen
Eliminationsweg von KP1019 und seinen Metaboliten darstellen. Auch fur
verschiedene Platinkomplexe wurden sekundare Peaks
beschrieben?468162.223 Bastian et al. integrierten sogar eine enterohepatische
Rezyklisierung von Platin in ihr Populations-PK-Modell zur Beschreibung des
Platin-Konzentrations-Verlaufs nach der Applikation von Oxaliplatin und
erreichten dadurch eine bessere Anpassung des Modells’®. Das Auftreten
sekundarer Peaks bzw. Wiederanstiege scheinen somit ein fur Metall-
komplexe typisches Phanomen zu sein.

Zurzeit befindet sich mit NAMI-A nur ein weiterer Ruthenium-Komplex in der
klinischen Prifung!!®. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten pharmako-
kinetischen Parameter flur Ruthenium im Plasma stimmen mit den flr
NAMI-A erhaltenen uUberein. So wurde fur NAMI-A ebenfalls ein relativ kleines
Verteilungsvolumen (Vs) von ca. 10 L berichtet!!®. Auch die Gesamt-
clearance von etwa 2,8 mL/min sowie die Halbwertszeit t;,,, von 50 h lagen
im Bereich der fir KP1019 berechneten Parameter!!®. Auch NAMI-A
zeichnet sich durch eine hohe Proteinbindung aus. Groessl et al. bestimmten
eine ungebundene Fraktion von 1,4 bis 4,6 %23°. Des Weiteren wurden in
den Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profilen im Plasma  ebenfalls
Wiederanstiege identifiziert.

Doch wurden auch Unterschiede zwischen den beiden Ruthenium-
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Komplexen festgestellt. So war der lineare Zusammenhang zwischen AUC
und Dosis fir NAMI-A deutlich schwacher ausgepragt als fir KP1019. Die
kumulativ im Urin ausgeschiedene Fraktion der NAMI-A-Dosis von etwa 16 9,
war 16-mal hoher als die fir KP1019 ermittelte Da eine Extrapolation der
ausgeschiedenen Rutheniummenge im Urin, wie in dieser Arbeit, von den
Autoren nicht durchgefuhrt wurde, kann die renale Ausscheidung fir NAMI-A
sogar noch hoher sein. In jedem Fall scheint dieser Ausscheidungsweg flr
NAMI-A eine groBere Bedeutung zu haben!!®,

AbschlieBend lasst sich zusammenfassen, dass die Plasma-Konzentrations-
Zeit-Verlaufe adaquat durch ein Zwei-Kompartiment-Modell beschrieben
werden konnten. Jedoch sollte das entwickelte Modell mit einer grofBeren
Anzahl an Patienten bestatigt werden. Daruber hinaus konnten die

Untersuchungen im Steady-state die Aussagekraft des Modells erhdhen.

5.2.3 Bedeutung der ermittelten pharmakokinetischen Parameter fur eine

rationale Dosisfindung in der klinischen Entwicklung

Die  abgeschatzten  pharmakokinetischen  Parameter wurden  zur
Untersuchung einer moglichen Dosisproportionalitat herangezogen. Fur den
Rutheniumkomplex konnte eine mehr oder weniger ausgepragte Korrelation
zwischen der Dosis und der AUC beobachtet werden, was auf eine lineare
Pharmakokinetik schlieBen lasst und damit eine Weiterentwicklung von
KP1019 erleichtern dirfte.

Sowohl fur Gallium als auch fur Ruthenium wurden nach der ersten Dosis
kirzere Halbwertszeiten, und damit hohere Clearance-Werte, ermittelt, als
nach der letzten Gabe bzw. unter Berlcksichtigung aller gemessenen
Konzentrationen. Jedoch sind diese Unterschiede wohl vor allem in der
begrenzten Beobachtungszeit nach der ersten Applikation durch die
folgende zweite Applikation begriindet, und eine Zeitabhangigkeit der
Pharmakokinetik bei multipler Gabe eher unwahrscheinlich®?®. Jedoch sollte
diese Hypothese anhand von Untersuchungen einer Einzeldosis sowie unter

Steady-state-Bedingungen bestatigt werden.
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Fir KP46 konnte, ausgehend von den im Rahmen dieser Arbeit ermittelten
pharmakokinetischen Parametern, keine abschlieBende Beurteilung des
angewendeten Dosisregimes erfolgen. Die in Tab. 4.22 gekennzeichneten
starken Unterschiede in den pharmakokinetischen Parametern lieBen sich
nicht anhand patientenspezifischer Eigenschaften erklaren. Die um das
20fache hoheren Verteilungsvolumina der Patienten 5 und 6 kénnten durch
eine mogliche Non-Compliance zustande gekommen sein, da diese Patienten
die Studienmedikation als ,Take-home*“-Medikation erhalten hatten und
somit die Einnahme nicht kontrolliert werden konnte. Diese Hypothese sowie
eine ausgepragte interindividuelle Variabilitat in der Resorption bleiben
spekulativ. Die lange Halbwertszeit von Gallium nach der Applikation kénnte
fur eine Verlangerung des Dosierungsintervalls sprechen. Doch scheinen an
erster Stelle die eingeschrankte Loslichkeit sowie die Darreichungsform als
magensaftresistente Tablette in den Starken 10, 20 und 30 mg ungeeignet.
Die hohe Anzahl der Tabletten, die vor allem bei hoherer Dosierung
eingesetzt werden musste, ist flir die Anwendung in der Praxis ungeeignet.
Fir KP1019 lasst sich anhand der ermittelten pharmakokinetischen
Parameter schlussfolgern, dass ausgehend von der langen Halbwertszeit ein
Dosierungsintervall von drei oder vier Tagen geeignet sein sollte. Doch sind
gerade in diesem Zusammenhang Untersuchungen unter Steady-state-
Bedingungen fur die Ermittlung eines optimalen Dosierungsschemas
notwendig.

Sowohl fur KP1019 als auch fir KP46 konnte in den hoéchsten Dosierungen
600 bzw. 900 mg keine dosislimitierende Toxizitat beobachtet werden. Eine
weitere Eskalation konnte daher moglich sein und zudem zu einer hoéheren
Effektivitat fuhren. Jedoch sollten hierflr zunachst flr beide Arzneistoffe im
Hinblick auf deren limitierte Loslichkeit optimierte Darreichungsformen

entwickelt werden.



DISKUSSION 199

5.3 Semimechanistisches PK/PD-Modell zur Platin-DNA-Addukt-
Bildung in Leukozyten

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte PK/PD-Modell liefert neue
Informationen zur Entwicklung optimierter Dosisstrategien und soll in den
folgenden Kapiteln hinsichtlich Modellierungsstrategie, Modellstruktur,
Kovariateneinflisse und der Bedeutung in der Entwicklung von Limited-
Sampling-Strategien, und damit verbunden fur eine mogliche Dosis-

individualisierung von Oxaliplatin, diskutiert werden.

5.3.1 Modellstruktur

In der Literatur finden sich verschiedene Untersuchungen, die sich sowohl
der Identifizierung moglicher Einflussfaktoren auf das Therapieergebnis als
auch der Charakterisierung interindividueller Unterschiede in der
Pharmakokinetik fiir Oxaliplatin widmen. In Ubereinstimmung mit der
Literatur konnte das pharmakokinetische Profil von Platin im Ultrafiltrat
nach der Applikation von Oxaliplatin am besten mit einem Zwei-
Kompartiment-Modell beschrieben werden®4-67.71.75.76,79.80.231 ' fhje ermittelten
populationspharmakokinetischen Parameter entsprechen den in der
Literatur veroffentlichten Werten®4-67.71.75,76,79,.80,231,

Bis heute finden sich drei Veroffentlichungen, die die Pharmakokinetik sowie
deren interindividuelle Variabilitdat von Oxaliplatin mit Hilfe von NLME-
Regressionsmodellen charakterisierten’>/280, Die Ergebnisse der zitierten
Publikationen sowie des in dieser Arbeit entwickelten finalen Modells sind in

Tab. 5.4 zusammengefasst.
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Tab. 5.4 Populationspharmakokinetische Parameter von Platin im
Ultrafiltrat nach Gabe von Oxaliplatin [MW % SD]

Dosis CL .
Referenz [mg/m?] [L/h] Vi [L] Q [L/h] Vo[L] Kovariaten
Diese 13,9 14,7 31,8 242 ]
Arbeit 130,50 4o  +94 +209 +so93 Cb CLCR
CL: BSA,
AGE
Delord et al., 18,7 40,8 ’
500280 100, 130 +80 £175 n.b. 21,0 SEX,
0OCC,
SCR
CL: BW,
Bastian et al.., 3(5) gg’ 14,1 24,9 34,8 136 ch;é
75 ’ ’
2003 100, 130 + 8,7 +16,2 + 19,5 + 89,8 Vl: BW
Q: BW
Kho et al., 35 25,2 41,6 68 4525 B
2006"° + 6,25 +9,4 +248 +96,38
AGE Alter BSA Korperoberflache [m?]
BW Gewicht CLCR Kreatininclearance [ml/min]
OCC Zyklus SEX  Geschlecht

SCR Serumkreatininkonzentration [mg/dL]
n.b. nicht bestimmt

Die Verwendung eines Drei-Kompartiment-Modells, wie es in der von Graham
et al. publizierten, individuellen, kompartimentellen Analyse verwendet
wurde, zeigte keine Vorteile gegeniber dem beschriebenen Zwei-
Kompartiment-Modell®®. Neben einem deutlich langeren Sammlungsintervall
ware dafur auch eine ausreichende Anzahl gemessener Platin-
konzentrationen zu den spateren Zeitpunkten erforderlich, um die periphere
Verteilung in ein flacheres und ein tieferes peripheres Kompartiment
differenziert erfassen zu kdnnen.

Bastian et al. integrierten in ihr Populationsmodell eine zusatzliche
Eliminations- und Speicherkomponente. Dieses Kompartiment beschreibt
die zyklische Entleerung der Gallenblase und die damit verbundene entero-
hepatische Riickresorption von Platin’®. Auch andere Autoren beobachteten
Wiederanstiegen der Platinkonzentrationen®#8162 Das Auftreten sekundarer

Peaks bzw. Wiederanstiege konnten auch bei einigen Patienten dieser Arbeit
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beobachtet werden. Die Anzahl der Patienten war allerdings sehr gering und
betraf zudem nur die in Studie 1 behandelten Patienten. In Studie 2 konnte
das Phanomen nicht beobachtet werden, da von 4 bis 24 h nach
Infusionsbeginn keine Ultrafiltratproben gewonnen wurden. Aufgrund der
geringen Patienten- bzw. Probenanzahl, die eine Abschatzung der
enterohepatischen Zirkulation unterstitzen wirden, wurde auf deren
Integration in das Strukturmodell verzichtet. Als Konsequenz kodnnte die
Beeinflussung der Kurvenanpassung durch den sekundaren Anstieg zu einer
Uberschatzung des Verteilungsvolumens gefiihrt haben’®, was eine
Begrindung fur die leichten Unterschiede der Volumina dieser Arbeit und
der von Bastian et al., wie in Tab. 5.4 erkennbar, darstellt. Delord et al.
ermittelten ein typisches Verteilungsvolumen des peripheren Kompartiments
von 21,0 L. Dieses war deutlich geringer als das im Rahmen dieser Arbeit
mit einem typischen Wert von 242 L ermittelte Verteilungsvolumen. Die
Autoren bezogen in ihre Untersuchungen nur die Platinkonzentrationen ein,
die bis maximal acht Stunden nach Beginn der Infusion quantifiziert
wurden®. Dies fiihrte moglicherweise zu einer Unterschitzung des
Verteilungsvolumens des peripheren Kompartiments. Sie vernachlassigten
die 24 h nach Beginn der Infusion gemessenen Platinkonzentrationen im
Ultrafiltrat mit der Begrindung, dass Platin zu diesem Zeitpunkt vor allem in
Form von Konjugaten mit Aminosauren vorliegt. Die Aminosaurekonjugate
werden als inaktiv und vermutlich ohne klinische Relevanz angesehen.
Grundsatzlich erlaubt die Quantifizierung von Platin im Ultrafiltrat mittels
GF-AAS keine Differenzierung der Platinspezies. Oxaliplatin bindet sehr
rasch und in hohem Ausmaf3 an Plasma- und Gewebeproteine sowie an
Aminosauren?223, Alain et al. beobachteten, dass bereits eine Stunde nach
Ende der Infusion die Uberwiegende Mehrheit des sich im Ultrafiltrat
befindlichen Platins als Aminosaurekonjugate vorlag?3. Die Aussagekraft der
von Delord et al. beschriebenen Parameter flr die aktive Spezies ist jedoch
fraglich, zumal die Autoren darauf hinwiesen, dass sich auch zu den
friheren Zeitpunkten Gemische verschiedener Platinspezies im Ultrafiltrat

befanden. Eine genaue Charakterisierung der Pharmakokinetik dieser
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Verbindungen setzt die Verwendung selektiver Quantifizierungsmethoden

voraus.

Durch die gewahlten statistischen Modelle konnte die zufallige, nicht

erklarbare Variabilitat wie folgt differenziert werden:

e interindividuelle Variabilitat, d.h. die Variabilitat zwischen den
Individuen

e Residualvariabilitat

Interindividuelle Variabilitat konnte fur alle populationspharmakokinetischen
Parameter ermittelt werden. Insgesamt wurde die interindividuelle
Variabilitat von Platin mit 28,9 bis 65,7 9% (CV) als moderat eingestuft. Das
bedeutet, dass sich bei gleicher Dosis die vorhergesagten Konzentrationen
zwischen den Patienten nur maBig unterschieden.

Flr eine Vielzahl von Arzneistoffen wurde eine hohere interindividuelle
Variabilitat in der Gesamtclearance beschrieben. Eine solche Variabilitat ist
in der Regel auf Polymorphismen zurtckzufihren, die aus einer
unterschiedlichen Expression und Aktivitat von Transportern und Enzymen
der Leber resultieren. Diese pharmakogenetischen Unterschiede flhren
somit zu einer hohen interindividuellen Variabilitat in der Gesamt-
eliminationsleistung?®®?. Fur Platin im Ultrafiltrat spielt dies jedoch eine
untergeordnete Rolle, da sich die Gesamtclearance von Platin im Ultrafiltrat
vor allem aus der Bindung an Plasma- und Gewebeproteine sowie der
renalen Elimination der Aminosaurekonjugate zusammensetzt. Dies hat zur
Folge, dass die IIV im Verteilungsvolumen auch gleichzeitig in der IV der
Gesamtclearance resultiert. Dieser in Abb. 4.30 graphisch dargestellten
Korrelation wurde durch die Integration der Kovarianz aller Random-effect-
Parameter Rechnung getragen. Die Autoren der drei zitierten Publikationen
beschrieben dieses Vorgehen nicht. Gobburu et al. zeigten jedoch, dass eine
fehlende Kovarianz-Codierung trotz ihrer Notwendigkeit zu einer deutlich
starkeren Verzerrung der Parameterschatzung fuhren kann als die aus einer

irrtimlichen Integration resultierenden Uberparametrisierung®33.
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Die Residualvariabilitat konnte durch ein doppeltes kombiniertes
Fehlermodell, bestehend aus additiven und proportionalen Fehler-
komponenten beschrieben werden. Das doppelte kombinierte Fehlermodell
war erforderlich, um die Anderung der Residualvariabilitdt im zeitlichen
Verlauf wiederzugeben. Der additive Anteil entsprach dabei in beiden Fallen
in etwa der Bestimmungsgrenze der zur Quantifizierung von Platin im
Ultrafiltrat verwendeten GF-AAS-Methode’®. Der proportionale Fehler von
58,5 bzw. 19,2 % lag deutlich Uber der beschriebenen Methodenprazision
der in der Dissertation von A. Pieck entwickelten GF-AAS-Methode’® und
spiegelt somit nicht nur den analytischen Fehler wider. Weitere Faktoren, wie
Fehler in der Dokumentation der Dosierungs- und Probenentnahme-
zeitpunkte, Missspezifikationen des Modells oder eine Interoccasion-
Variabilitat scheinen ebenfalls relevant zu sein. In Studie 1 wurden nicht, wie
allgemein Ublich, Infusionspumpen fir die Applikation von Oxaliplatin
eingesetzt. Der deutlich héhere proportionale Fehler von 58,5 % der fir die
Platinkonzentrationen, die bis einschlieBlich zum Ende der Infusion
gemessen wurden, charakterisierte somit den Einfluss der nicht konstanten
Infusionsgeschwindigkeit.

Wie in den GOF-Graphiken dargestellt, konnten die gemessenen
Platinkonzentrationen gut beschrieben werden. Samtliche Modell- und

Variabilitatsparameter konnten mit guter Prazision abgeschatzt werden.

Die Beschreibung der DNA-Platinierung in den Leukozyten konnte am besten
durch ein Arzneistoff-Rezeptor-Interaktions-Modell erreicht werden. Die
Entwicklung dieses Modells bildete den zweiten Schritt des beschriebenen
sequentiellen Vorgehens.

Intrazellular bindet die aktivierte Spezies von Oxaliplatin an nukleophile
Zentren der DNA. Dabei erfolgt die Bindung bevorzugt an N(7) am
Imidazolring des Guanins (G) oder Adenins (A). Diese Bindung wird als
irreversibel beschrieben?®?’. Dissoziation des Platin-DNA-Komplexes spielt
somit eine untergeordnete Rolle. Die Degradation der gebildeten Platin-DNA-

Addukte durch die Reparaturmechanismen verlauft, verglichen mit der
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Bindung an die DNA, sehr langsam. In den Leukozyten liegt die DNA als
Bindungspartner in deutlichem Uberschuss vor. Basierend auf diesen
Uberlegungen wurde ein  pharmakodynamisches  Modell erstellt.
Mathematisch konnte das Modell gemafl3 dem Massenwirkungsgesetz durch
Differentialgleichungen dargestellt werden. Die zusatzliche Integration eines
Effekt-Kompartiments, um einer moglichen Verteilung zwischen Ultrafiltrat

und Biophase Rechnung zu tragen?3*

, zeigte keine Vorteile. Weitere in der
Literatur beschriebene PD-Modelle, wie das Indirect-Response-Modell oder
Emax-Modell, konnten die Prozesse der Platinierung adaquat beschreiben.
Das im vorangegangenen Abschnitt diskutierte PK-Modell wurde gemal3 dem
sequentiellen Vorgehen zur Abschatzung der individuellen pharmako-
kinetischen Parameter herangezogen. Fur die Bindung von Platin an die
DNA, beschrieben durch die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung,
wurde ein Wert von 0,00371 pmoll-h?! erhalten. Die Degradation,
beschrieben durch kp, wurde mit einem Wert von 0,00429 h'l, was einer
Halbwertszeit von (In2/kp) von ca. 7 Tagen entsprach, ermittelt. Fur den
Baseline-Wert der mit Platin vorbehandelten Patienten wurden 0,0799 pmol
ermittelt. Das entspricht 0,407 bis 1,25 Platin-Atome/10° Nukleotiden,
bezogen auf einen Referenzbereich flr die Leukozytenzahl beim Gesunden
von 3,2 bis 9,8 102 Zellen/L. In der Literatur finden sich nur wenige
Untersuchungen, die die Bindungskinetik an die DNA untersuchen. Die
ermittelte Halbwertzeit von 7 Tagen liegt deutlich Uber der in der Literatur
beschriebenen Halbwertszeit von neutrophilen Granulozyten von ca. 6 h23°,
Das aufgrund der Degradation aus den Zellen entlassene Platin scheint
somit zu einer erneuten Bindung an der DNA fahig. Auch das an
Plasmaproteine, Erythrozyten und im Gewebe gebundene und wieder
freigesetzte Platin konnte hierbei eine Rolle spielen. Die Langzeit-
Untersuchungen von Brouwers et al. unterstreichen diese Hypothese. Die
Autoren konnten zeigen, dass im Ultrafiltrat von Patienten, die zwischen 8
und 75 Monate zuvor eine cisplatin- oder oxaliplatinhaltige Chemotherapie
erhalten hatten, Platin noch messbar war. Inkubation von Kalbsthymus-DNA

mit Ex-vivo-Ultrafiltrat-Proben dieser Patienten ergab, dass die im Ultrafiltrat
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befindlichen Platinspezies noch 10 bzw. 4,39 der Reaktivitat der
Muttersubstanzen aufwiesen?3®, Dartiber hinaus finden sich in der Literatur
vermehrt Berichte, wonach Patienten, die nach lang zurlckliegender
Oxaliplatin-Chemotherapie eine Hamolyse erlitten, wieder unter den fir

Oxaliplatin typischen Neuropathien litten?37:238,

AbschlieBend betrachtet konnten erstmals diese substanzspezifischen
pharmakodynamischen Parameter abgeschatzt werden. Die IV samtlicher
pharmakodynamischer Strukturparameter wurde erwartungsgemaf3 hoch
abgeschatzt. Die extrem hohe |1V des Baseline-Wertes von 197,2 9% spiegelt
vermutlich wider, dass die Patienten einerseits mit unterschiedlichen
Platinanaloga in unterschiedlichen Regimen vorbehandelt wurden und
andererseits der Zeitraum zwischen der letzten platinhaltigen Chemo-
therapie und der in dieser Arbeit beschriebenen Studie unterschiedlich lang
war. Auf eine Prifung moglicher Kovariatenzusammenhange wurde aufgrund
fehlender detaillierter Informationen sowie der geringen Patientenzahl
verzichtet.

Auch die hohe Residualvariabilitat liegt deutlich tber der in der Dissertation
von A. Pieck beschriebenen Methodenprazision’®. Neben Ungenauigkeiten in
der Dokumentation der Probenentnahme und Applikationszeit sowie
ungleichmagiger Infusionsgeschwindigkeit konnten auch die Annahme der
konstanten Leukozytenzahl und dem damit verbundenen konstanten DNA-

Gehalt Grunde fur die hohe Residualvariabilitat darstellen.

5.3.2 Kovariateneinfliisse

In verschiedenen klinischen Studien wurde eine Korrelation zwischen
Kreatininclearance (CLcg) und der Platin-Gesamtclearance im Ultrafiltrat
gezeigt®’76231 Auch Bastian et al. und Delord et al. konnten Kovariaten
identifizieren’>8%, Delord et al. Beschrieben fiir die Clearance folgenden

Zusammenhang:
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0, -BSA- (140 - AGE)- (1 - 0,15 - SEX)

CL[L/h] =0, -BSA +
1 . .
SCR Gl. 5.5
91 , 92 Koeffizienten der Kovariateneinfllsse
BSA Kérperoberflache in m?
AGE Alter in Jahren
SEX Geschlecht, O = mannlich, 1 = weiblich
SCR Serumkreatininkonzentration in yM

Sie ermittelten fur die Koeffizienten 8; 5,49 L-h'*-m und 6, 4,55 yM-m-h.
Der Zusammenhang zwischen Korperoberflache, Alter, Geschlecht,
KorpergréBe und Serumkreatininclearance wurde in Form der Abschatzung
der Kreatininclearance nach Cockcroft und Gault eingefiihrt'®’. Dabei stellt
die nach DuBois und DuBois berechnete Korperoberflache eine abgeleitete
GroBe des Korpergewichts!4®, Bastian et al. beschrieben den Zusammenhang
zwischen Koérpergewicht CL, V1 und Q in Form von Powermodellen. Die von
ihnen abgeschatzten Exponenten betrugen jeweils 1,10; 1,29 und 1,017%. Die
allometrische Skalierung von CL sowie des Verteilungsvolumens wurden im
Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht, doch war der Einfluss nicht
statistisch  signifikant. AuBerdem beschrieben Delord et al. einen
Zusammenhang zwischen der Serumkreatininkonzentration, dem Geschlecht
und der Clearance. Der Einfluss der Serumkreatininkonzentration wurde
ebenfalls als Powermodell bericksichtigt. Der ermittelt Exponent betrug
-0.578, Auch in dieser Arbeit wurde der Einfluss von Clcg auf CL als
signifikant identifiziert. Dieser Zusammenhang wurde in Form eines
Powermodells im Modell beriicksichtigt. Der im Rahmen dieser Arbeit
ermittelte Exponent des Kovariatenzusammenhanges betrug 0,519. Im
Gegensatz zu den zitierten Publikationen konnte jedoch nur ein deutlich
geringerer Teil der IIV der CL dadurch erklart werden. Die IV konnte
lediglich um 2,1 9-Punkte reduziert werden. Die demographischen
Parameter Alter, Geschlecht, KorpergroBe und Korpergewicht sowie die
daraus abgeleiteten Parameter des fettfreien Korpergewichts, der

Korperoberflache oder des Body-Mass-Indexes, zeigten keinen statistisch
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signifikanten Einfluss. Auch die Zugehorigkeit zu einer Studie oder die
Komedikation  Sorafenib  konnten  zur  Erklarung der IV  der
pharmakokinetischen Parameter nicht herangezogen werden. Zwar zeigten
zunachst das Korpergewicht, bzw. das fettfreie Korpergewicht, jeweils
graphisch einen Zusammenhang mit den individuellen Parametern, bzw. den
individuellen Randome-effect-Parametern, doch fuhrte ihre Integration in das
Populationsmodell nicht zu einer statistisch signifikanten Reduktion des
OFV, bzw. resultierte durch das anschlieBende Weglassen der
entsprechenden Relation kein statistisch signifikantes Ansteigen des OFV.
Zur Priufung der klinischen Relevanz dieser Zusammenhdnge ware eine
Uberpriifung in einer Population mit breiterer Streuung der Kovariaten

erforderlich.

Die mit Hilfe des finalen pharmakokinetischen Modells durchgefiihrten
Simulationen zeigten eine Erhohung von C,..x bei verminderter Nieren-
funktion sowie eine verlangsamte Abnahme der Platinkonzentrationen. Die
klinische Relevanz dieses Kovariateneinflusses ist jedoch fraglich, nicht
zuletzt weil nur ein sehr geringer Teil der IV dadurch erklart werden konnte.
Zudem ist zu berucksichtigen, dass die Platinkonzentrationen im Ultrafiltrat
nicht nur die aktive Spezies widerspiegeln, da durch die verwendeten GF-
AAS-Methoden stets das Gesamtplatin im Ultrafiltrat bestimmt wurde. Zwar
wird im Allgemeinen das sich im Ultrafiltrat befindliche Platin mit der
pharmakologisch wirksamen Fraktion, die neben der antitumoralen Wirkung
auch fur die Toxizitat verantwortlich ist, gleichgesetzt, doch zeichnet sich
Oxaliplatin durch eine ausgepragte Reaktivitat gegeniber nukleophilen
Verbindungen, wie Plasmaproteinen und Aminosduren, aus?223:22:239,
Innerhalb der ersten Stunde nach Ende der Infusion bindet ein GroB3teil des
Platins im Ultrafiltrat vermutlich irreversibel an Plasma- und Gewebe-
proteine, aber auch an kleine niedermolekulare Aminosauren’®. Somit liegt
Platin im Ultrafiltrat innerhalb kurzer Zeit in Form inaktiver Aminosaure-
konjugate vor®’. Eine Dosisanpassung bei eingeschrankter Nierenfunktion

scheint daher nicht erforderlich.
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Flr das pharmakodynamische Modell konnte lediglich die Vorbehandlung in
Bezug auf den Baseline-Wert als Kovariate identifiziert werden. Dieses
Ergebnis korrespondiert mit den in Kap. 5.3.1 diskutierten Beobachtungen
von Brouwers et al., wonach auch nach einer Jahre zurlickliegenden
platinhaltigen Chemotherapie aktive Spezies im Ultrafiltrat zu finden waren,
die zur Bindung an die DNA fahig waren. Zwar konnten die Autoren selbst
keine Platin-DNA-Addukte mehr in den Leukozyten der untersuchten
Patienten quantifizieren, doch legten sie die Vermutung nahe, dass die
Platinierung in so geringem Ausmalf vorhanden war, dass sie trotz der hoch
empfindlichen ICP-MS-Methode nicht bestimmt werden konnte?3®. Ein
Einfluss des ab dem vierten Tag der Chemotherapie verabreichten
Sorafenibs konnte ebenso wenig gefunden werden wie ein Zusammenhang
zwischen pharmakodynamischen Parametern und den Patienten-

charakteristika.

5.3.3 Modellevaluation

Die Abschatzung der Parameter zur Beschreibung des Platin-
Konzentrations-Zeit-Verlaufes im Ultrafiltrat und der Platin-DNA-Addukt-
Bildung in den Leukozyten erfolgte sequentiell. Prinzipiell fuhrt dieser
Ansatz zu einer Konditionierung der abgeschatzten Platin-DNA-Addukte
durch die im Vorfeld ermittelten pharmakokinetischen Parameter fir Platin
im Ultrafiltrat. Das fehlende Feedback zwischen Abschatzung der
pharmakokinetischen und der pharmadynamischen Parameter kann zu
verzerrten pharmakokinetischen Modells konnen so nicht berlcksichtigt
werden®*®, Der simultane Ansatz ist dagegen bei unterschiedlichem
Informationsgehalt der zugrunde liegenden PK und PD-Daten empfindlicher
gegenlber Missspezifikationen des PD-Models, was in der Konsequenz eine
Verzerrung der pharmakokinetischen Parameter bedeuten kann?4,

Da fur die Erarbeitung des PD-Modells nur die Platin-DNA-Addukt-Daten der
Studie 1 herangezogen wurden, diese im Vergleich zu den Platin-

konzentrationen im Ultrafiltrat in geringer Anzahl erhoben wurden und
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Uberdies eine starke Variabilitat aufwiesen, wurde fur die Entwicklung des
Populations-PK/PD-Modells der sequentielle Ansatz als glinstiger befunden.
Ein zusatzlicher und nicht zu vernachlassigender positiver Effekt ist zudem,
dass Run-Zeiten durch den sequentiellen Ansatz reduziert werden kénnen.

Mit Hilfe der FOCE-Interaktions-Methode konnten alle Struktur- und
Variabilitatsparameter der beiden im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Modelle zuverlassig mit geringeren Imprazisionen abgeschatzt werden. Die
relativen Standardfehler betrugen maximal 40,4 9%. Sowohl die GOF-
Abbildungen des PK- als auch des PD-Modells zeigten keine systematischen
Abweichungen. Folglich lieBen sich sowohl der Pf-Konzentrations-Verlauf im
Ultrafiltrat als auch die DNA-Platinierung in den Leukozyten ausreichend gut

beschreiben.

Eine externe Evaluation, das hei3t die Evaluation der entwickelten Modelle
anhand externer Datensatze, liefert wichtige Informationen zur
Ubertragbarkeit bzw. Allgemeingiltigkeit des entwickelten Modells. Diese

241 |m Rahmen

Methode stellt damit die stringenteste Evaluationsmethode
dieser Arbeit stand kein externer Datensatz zur Verfigung. AuBerdem
erlaubt die geringe Patienten- sowie Probenanzahl auch keine Teilung des
Datensatzes in einen Entwicklungs- und Evaluationsdatensatz. Die Methode
des data-splitting konnte somit nicht als Ersatz fur die externe Evaluation
herangezogen werden. Daher wurden Methoden der internen Evaluation
(Bootstrap, VPC und CDD) angewandt. Fur die Konzentrationen im
Ultrafiltrat zeigten die Simulationen, dass die Variabilitéat der die C,.-Werte
in Studie 2 leicht Uberschéatzt wurde. Als Grund dafiir ist an dieser Stelle das
doppelte Residualfehlermodell zu nennen, das in das Modell eingeflhrt
wurde, um die Variabilitat der Konzentrationen zu diesen Zeitpunkten,
resultierend aus der nicht konstanten Infusionsgeschwindigkeit, zu
beschreiben. Insgesamt lasst sich aus den durchgefuhrten Evaluationen

ableiten, dass die pharmakokinetischen Parameter richtig, prazise und

robust abgeschatzt werden konnten.
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Ein etwas anderes Bild ergab sich bei der Evaluation der
pharmakodynamischen Parameter. Zwar konnten fur die Parameter-
schatzung niedrige SE erhalten werden, doch zeigte sich in den
Simulationen und dem daraus resultierenden VPC eine Uberschatzung der
Variabilitat. Die Uberschatzung der Variabilitdit kann aus einer Uber-
parametrisierung resultieren®*?, die fur dieses Modell aufgrund der geringen
Datenanzahl moglich ist. Dartiber hinaus zeigte sich eine Uberschatzung der
Platin-DNA-Addukte 48 h nach Infusionsbeginn. Wie bereits in den
vorangegangenen Abschnitten diskutiert, ist Platin-DNA-Addukt-Bildung ein
komplexerer Prozess, als durch das entwickelte Modell abgebildet. Neben
der Verteilung in die Biophase, das heil3t die Aufnahme in die Zelle sowie
dem Einfluss der Vorbehandlung der Patienten konnte auch ein Turnover der
Leukozyten bzw. der DNA sowie die Aktivitat von wieder freigesetztem Platin
entscheidend zur Vorhersagekraft eines solchen Modells beitragen. Da diese
Prozesse nicht allein durch die Patientendaten beschrieben werden konnen
und zurzeit Informationen dazu in der Literatur kaum zu finden sind, ware
die Durchfuhrung gezielter In-vitro-Untersuchungen zur Beschreibung dieser

Mechanismen winschenswert.

5.3.4 Bedeutung des PK/PD-Modells fur die Dosisindividualisierung von
Oxaliplatin

Die Dosierung von Zytostatika stellt haufig eine Gratwanderung dar.
Oberhalb therapeutischer Konzentrationen tritt meist schwerwiegende und
somit therapielimitierende Toxizitat auf. Darldber hinaus zeigen Zytostatika
in Bezug auf das Ansprechen und die unerwiunschten Wirkungen eine
interindividuelle ~ Variabilitat?*3,  Um eine optimale Therapie von
Tumorpatienten zu erreichen, ist es daher wichtig, dass mit der applizierten
Dosis ein optimaler Effekt bei akzeptabler Toxizitat erreicht wird?**. PK/PD-
Modelle konnen dazu einen entscheidenden Beitrag leisten. In den letzten
zwanzig Jahren wurde der Populationsansatz nicht nur neuer Standard in

der Arzneistoffentwicklung, sondern gewann auch zusehends an Bedeutung
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in der Entwicklung neuer Therapieregime und der
Dosisindividualisierung?424°,

Zwar konnten flur die Effektivitat der Oxaliplatintherapie Faktoren, wie der
Allgemeinzustand, das Ausmaf3 der Erkrankung (Anzahl der betroffenen
Organe) und die Anzahl der im Vorfeld verabreichten Chemotherapie-
protokolle, als pradiktiv fir das Ansprechen ermittelt werden, jedoch bieten
diese  Zusammenhange keine  Ansatzpunkte  flr  eine Dosis-
individualisierung®#®. Anders als fur Carboplatin erfolgt die Dosierung von
Oxaliplatin bislang weitgehend BSA-adaptiert, da die interindividuelle
Variabilitat der pharmakokinetischen Parameter im Plasma oder Ultrafiltrat

keine Erklarung fur die Variabilitat im Tumoransprechen lieferte’!76-78,

Da fur Platinkomplexe die Bildung von Platin-DNA-Addukten als Grundlage
fur die zytotoxische Wirkung verstanden wird, beschaftigten sich in den
letzten Jahren verschiedene klinischer Studien mit dem Zusammenhang
zwischen DNA-Platinierung und klinischen Effekten’0:153:154,156,158-160,247-252,

Dabei wurden verschiedene pharmakodynamische KenngrofB3en, wie die
maximale Adduktkonzentration (Amax) oder Exposition, d.h. die Flache unter

der Addukt-Zeit-Kurve (AUA) untersucht. Die Platinierung wurde so wie in
dieser Arbeit in den Leukozyten, welche als Surrogatzellen fungieren,
untersucht, da der eigentliche Wirkort das Tumorgewebe, nur schwer
zuganglich ist, und ein Einsatz dieser Strategie in der Routine ware nicht
realisierbar. Zwar konnte in Autopsiestudien gezeigt werden, dass das
Ausmal3 der Platinierung im Knochenmark und im Tumorgewebe
vergleichbar war!®1'1%2, Jedoch war die Fallzahl in den Autopsiestudien so
gering, dass man nicht davon ausgehen kann, dass dieser Zusammenhang
fur jede Tumorentitat besteht. In der Literatur finden sich bisher nur wenige
Untersuchungen, die sich mit der Bildung von Platin-DNA-Addukten nach
Gabe von Oxaliplatin beschaftigen’t161.162 Wzhrend Allain et al. sowie Liu et
al. den Zusammenhang zwischen Platinierung der DNA und dem
Tumoransprechen nicht untersuchten, konnte Pieck et al. einen positiven

Zusammenhang zwischen der AUA und dem Tumoransprechen
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beschreiben’1161.162 " Das entwickelte PK/PD-Modell erméglichte erstmals
eine modellgestltzte Beschreibung der Platinierung und somit eine
Abschatzung der AUA. Basierend auf den durch das PK/PD-Modell
abgeschatzten individuellen AUAg.gn-Werten konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen Respondern und Non-Respondern festgestellt werden.
So wurden fur Responder im Vergleich zu Non-Respondern im Median
dreimal hohere AUAg.4sn-Werte erhalten. Diese Ergebnisse unterstreichen die
von Pieck et al. fur diese Population beschriebenen Beobachtungen. Die
Autoren ermittelten die AUAgpssn-Werte aus den gemessenen Platin-DNA-
Addukten mit Hilfe der Trapezregel. Auch fur Carboplatin und Cisplatin
konnten in einigen Studien signifikante Unterschiede in der DNA-Platinierung
zwischen Respondern und Non-Respondern gefunden werden!®?-154.252,
Schellens et al. untersuchten darauf aufbauend die Anwendbarkeit der mittels
Trapezregel ermittelten AUA zur intraindividuellen Dosisanpassung von
Cisplatin bei verschiedenen fortgeschrittenen Tumoren!®>1%6, Als ZielgréRe
fir das Tumoransprechen wurde eine AUA von 23 pg Platin-h-ug! DNA
angestrebt. Um die dosislimitierende Toxizitat der Cisplatin-Therapie zu
minimieren, sollte jedoch eine AUC von 3,4 ug-h-mL? nicht Gberschritten
werden. Insgesamt konnte mit einer Dosiseskalation aufgrund von
Adduktmessungen eine Ansprechrate von 60 9, bei Patienten mit
nichtkleinzelligem Lungenkarzinom bei leichter bis moderater Toxizitat im
Vergleich zu 10 und 40 9% ohne individuelle Dosisanpassung von Cisplatin

erreicht werden?®3-253,

Die Studie war gepragt von einem intensiven
Probenentnahmeschema, was im experimentellen Setting einer klinischen
Prufung anwendbar war. Jedoch wiesen die Autoren daraufhin, dass im
Rahmen der Routineanwendung eine Reduktion der Probenanzahl sowie die
Entwicklung geeigneter Limited-Sampling-Strategien moéglich waren. Fir eine
genaue Abschatzung der AUA anhand der Trapez-Regel werden jedoch,
ahnlich der AUC, eine hohe Anzahl an Proben bendtigt. Das im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte PK/PD-Modell kdonnte in diesem Punkt vorteilhaft
sein. So konnten durch die Simulationen nicht nur geeignete Dosierungs-

schemata identifiziert werden, sondern mit Hilfe der Methoden des optimal
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designs fur ein Monitoring geeignete Probenentnahmezeitpunkte ermittelt
werden, die, basierend auf dem Modell, eine moglichst genaue Abschatzung
der individuellen AUA, aber auch der AUC im Ultrafiltrat erlauben. Trotz der
geringen Patientenanzahl in den beiden Gruppen konnte anhand einer
receiver-operator-characteristic (ROC)-Kurve eine gute Trennscharfe zwischen

Respondern und Non-Respondern gezeigt werden.

Jedoch sollten die aufgrund der Limitationen des Modells nicht
uberinterpretiert werden, da flr das prasentierte Modell verschiedene
Annahmen, wie ein konstanter DNA-Gehalt in den Leukozyten, eine konstante
Leukozytenzahl wahrend der Therapie sowie eine lineare Degradationskinetik
gemacht wurden. Zudem ist zu beachten, dass Oxaliplatin in den diesem
Modell zugrunde liegenden Studien nicht als Monotherapie verabreicht
wurde. Eine pharmakokinetische Interaktion zwischen Fluorouracil und
Oxaliplatin  nach den Daten in der Literatur allerdings un-
wahrscheinlich®®737425%  Der Einfluss Fluorouracil auf die DNA-Addukt-

Bildung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Insgesamt konnten substanzspezifische Eigenschaften durch das im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte Rezeptor-Bindungsmodell abgeschatzt
werden. Jedoch wurden verschiedene systemspezifische Eigenschaften, wie
die Verteilung in die Biophase, Transportprozesse, der Turnover der
Leukozyten sowie der Einfluss von Reparaturmechanismen in dem Modell
nicht berucksichtigt. Daher ist dieses Modell als semimechanistisch
einzustufen. Die Integration eines Leukozyten-Turnover-Modells, wie es von
Friberg et al. beschrieben wurde®®’ sowie Bindungskonstanten aus In-vitro-
Bindungsstudien  kénnten der beschriebenen Uberparametrisierung
entgegenwirken, somit das Modell stitzen und dessen Vorhersagekraft
erhohen.

Die erstellten Hypothesen basieren auf den Daten einer mit 37 Patienten
kleinen Studienpopulation. Die Anwendung des entwickelten Modells in einer

Studie mit einer gréBeren Studienpopulation bietet daher die Moglichkeit,
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die Hypothesen zu prifen. Es ware nun interessant, das entwickelte Modell

in einer gréBeren Studienpopulation zu Uberprifen und weiterzuentwickeln.
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6 Zusammenfassung

Metallkomplexe, insbesondere Platinkomplexe, wie Oxaliplatin, sind seit
langem ein essentieller Bestandteil einer Vielzahl von Chemotherapie-
regimen. Doch gerade die Dosierung von Zytostatika ist eine Gradwanderung
zwischen dem Erreichen des bestmoglichen Effekts und tolerierbarer
Toxizitat. Im Fokus dieser Arbeit stand die Entwicklung und Untersuchung
pharmakokinetischer/pharmakodynamischer Ansatze zur Dosisoptimierung
antitumoraler Metallkomplexe.

Erstmalig wurden im Rahmen dieser Arbeit die pharmakokinetischen
Eigenschaften der neuen Metallkomplexe, KP46 (Tris(8-chinolinolato)
gallium(lll)) und KP1019 (Indazolium trans[tetrachlorobis(1H-indazol)
ruthenat(ll)]) untersucht. Darlber hinaus wurde fir Oxaliplatin, einem
Platinkomplex der dritten Generation, ein Populations-PK/PD-Modell

entwickelt.

Vorraussetzung fur die pharmakokinetische und pharmakodynamischen
Untersuchungen ist die Etablierung und Validierung von
Quantifizierungsmethoden. Die Untersuchung der Gallium- und Ruthenium-
konzentrationen der verschiedenen biologischen Matrizes, Vollblut, Plasma
und Urin, erfolgte mittels GF-AAS-Methoden, die gemafl3 internationalen
Anforderungen an bioanalytische Verfahren validiert wurden. Die
Anforderungen an die Parameter, wie z.B. Selektivitat, Linearitat, Richtigkeit
und Prazision konnten erflllt werden.

Im Rahmen von Kooperationen mit der Medizinischen Abteilung des Kaiser-
Franz-Josef-Spitals in Wien, dem Onkologischen Zentrum des Universitats-
klinikums in Mannheim sowie dem Westdeutschen Tumorzentrum in Essen
wurden jeweils sieben Patienten in einer Phase |-Studie mit dem peroral
applizierbaren KP46, Tris(8-chinolinolato)gallium(lll) bzw. dem intravends
applizierten KP1019 therapiert. In den beiden Dosiseskalationsstudien
wurden die jeweiligen Patienten mit Dosen von 50 bis 900 mg KP46 bzw. 25
bis 600 mg KP1019 behandelt. Vor, wahrend und nach der Arzneistoff-
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applikation wurden fir die pharmakokinetischen Untersuchungen neben

Vollblut- und Plasmaproben auch Urinproben gewonnen.

Fur die Analyse der Gallium-Konzentrations-Zeit-Profile im Plasma und im
Vollblut konnte aufgrund deren Heterogenitat und der geringen Patienten-
zahl kein pharmakokinetisches Model etabliert werden. Die mit Hilfe der
nicht-kompartimentellen Datenanalyse erhaltenen pharmakokinetischen
Parameter deuten jedoch auf eine niedrige Clearance und eine lange
Halbwertszeit hin. Das hohe Verteilungsvolumen (V/F) lasst sich vermutlich
auf die geringe Bioverfugbarkeit zurtckfuhren, jedoch kann eine ausgepragte
Verteilung in tiefere periphere Kompartimente nicht ausgeschlossen werden.
Eine renale Ausscheidung scheint fur die Elimination von Gallium eine
untergeordnete Rolle zu spielen.

Die Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profile konnten am besten mit Hilfe eines
Zwei-Kompartiment-Modells beschrieben werden. Die Pharmakokinetik von
Ruthenium ist durch ein relativ kleines Verteilungsvolumen, eine niedrige
Clearance und eine lange Halbwertszeit gekennzeichnet. Nur ein sehr
geringer Anteil wird renal ausgeschieden. Daruber hinaus lasst das
proportional zur Dosis ansteigende Flache unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve auf eine lineare Pharmakokinetik schlieBen. Fur KP1019 lasst sich
anhand der ermittelten pharmakokinetischen Parameter schlussfolgern,
dass, ausgehend von der langen Halbwertszeit, ein Dosierungsintervall von
drei oder vier Tagen geeignet sein sollte.

Sowohl fur KP46 als auch fiir KP1019 konnte in den hochsten Dosierungen
900 bzw. 600 mg keine dosislimitierende Toxizitat beobachtet werden. Eine
weitere Eskalation kénnte daher moglich sein und zudem zu einer hoheren
Effektivitat fuhren. Jedoch sollten hierflr zunachst flr beide Arzneistoffe im
Hinblick auf deren limitierte Loslichkeit optimierte Darreichungsformen

entwickelt werden.

Neben der Kenntnis der pharmakokinetischen Parameter, ist fur die
Entwicklung optimaler individualisierter Dosierungsregime die

Quantifizierung der Variabilitat dieser Parameter von groBer Bedeutung. Mit
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Hilfe populationspharmakokinetischer/-pharmakodynamischer Methoden
lasst sich diese nicht nur quantifizieren sondern auch Kovariaten
identifizieren, die flr diese Variabilitat zumindest teilweise verantwortlich
sind.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Populations-PK/PD-Modell entwickelt,
dass den Zusammenhang zwischen dem Platin-Konzentrations-Zeit-Verlauf
und der Platinierung der DNA in den Leukozyten nach einer zweistlindigen
Infusion von Oxaliplatin beschreibt. Bei dem angewandten sequentiellen
Vorgehen konnte der Konzentrations-Zeit-Verlauf im Ultrafiltrat am besten
mit einem Zwei-Kompartiment-Modell beschrieben werden. Die inter-
individuelle Variabilitat der Parameter konnte als moderat eingestuft
werden. Als Kovariateneinfluss konnte ein positiver Zusammenhang
zwischen Kreatininclearance und Gesamtclearance in das Modell integriert
werden.

Der Zusammenhang zwischen Platinkonzentrationen im Ultrafiltrat und der
Platin-DNA-Addukt-Bildung in den Leukozyten konnte in einem zweiten
Schritt mit Hilfe eines Arzneistoff-Rezeptor-Interaktions-Modells beschrieben
werden. Dabei wurde die Bindung von Platin an die DNA mit Hilfe einer
Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung integriert. Die Degradation,
beschrieben durch eine Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung, wurde
mit einem Wert von 0,00429 h'l, was einer langen Halbwertszeit von ca. 7
Tagen entsprach, ermittelt. Dariber hinaus konnte ein Baseline-Wert fur mit
platinhaltiger Chemotherapie vorbehandelte Patienten abgeschéatzt werden.
Die interindividuelle Variabilitat war deutlich hoher als fur die
pharmakokinetischen Parameter.

Basierend auf dem entwickelten Populationsmodell wurde der Zusammen-
hang zwischen der Platin-DNA-Addukt-Exposition in den Leukozyten und
dem Tumoransprechen untersucht. Dabei zeigte sich, dass Responder im
Vergleich zu Non-Respondern eine hohere Flache unter der Addukt-Kurve 48

h nach Infusionsende aufwiesen.
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Die Ergebnisse beider Teile dieser Arbeit kdonnen einen Beitrag zur
Dosisfindung bzw. Dosisoptimierung von antitumoralen Metallkomplexen
leisten. Die erstellten Hypothesen aller Untersuchungen dieser Arbeit
basieren jedoch auf den Daten kleiner Studienpopulationen. Es wéare nun
daher interessant, die entwickelten Modelle in weiteren Studienpopulationen

zu uberprifen und weiterzuentwickeln.
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Anhang A: Pharmakokinetik von KP46
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Ein- und Ausschlusskriterien KP46 Studie

241

Einschlusskriterien

Manner und Frauen alter als 18 Jahre (19 Jahre in Osterreich); Frauen

im gebarfahigen Alter werden eingeschlossen, wenn:

o Negativer Schwangerschaftstest vor der Voruntersuchung und

innerhalb 48 h vor Beginn der Behandlungsperiode und

o RoutinemalBlige Verwendung adaquater Verhlitungsmethoden

und

o Einverstandnis, wahrend der Studie keine Schwangerschaft zu

planen
Histologisch und zytologisch gesicherter maligner Tumor;
Therapiemoglichkeiten sind ausgeschopft oder keine adaquate
Therapie steht zur Verfligung

Keine Therapie der Tumorerkrankung (Chemo-, Hormon-, Immun oder

Radiotherapie) innerhalb der letzten vier Wochen
Lebenserwartung von = drei Monaten
ECOG-Performance-Status < 2

Darlber hinaus musste die Leber-, Nieren- und Knochenmarksfunktion

durch folgende Parameter bestatigt sein:

o Leukozyten = 3,0-10%/L

Thrombozyten = 100 - 10%/L

Hamoglobin =2 10 g/L

Serumkreatinin < 1,4 mg/dL

Kreatininclearance = 60 mL/min

Bilirubin < 2,5 mg/dL

AST und ALT < 2,5 x der oberen Grenze" bei normaler
Leberfunktion,

Freiwillige unterzeichnete Einverstandniserklarung

O O O0OO0OO0Oo

Ausschlusskriterien

Schwangerschaft und Stillzeit, unzureichende Methoden der
Empfangnisverhitung

Aktive Infektionen

Schlecht kontrollierte Komedikation oder mit dem Studienprotokoll
nicht vereinbare schwerwiegende maligne Erkrankungen

Klinische bestatigte Hirnmetastasen oder Hirnhautkarzinose
Alkohol- oder Drogenabhangigkeit

Psychische oder emotionale Einschrankungen, die die
Einverstandniserklarung entkraften oder eine Einschrankung der
Studienteilnahme bedeuten

Fehlende Einverstandniserklarung

*

Bei Patienten mit Lebermetastasen bis zum funffachen der oberen Grenze der
Normalwerte
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Patient 1 - Dosis 60 mg (entsprechen 8,33 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Plasma

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter (Nicht-kompartimentelle Analyse)

1. Einnahme* 14. Einnahme

Crmax [Hg/L] 15,5 25,0

AUCo.24n [pg-h/L] 363,6 384,3

AUC. [ug-h/L] n.e. n.a.

CL/F [L/h] n.e. 21,7

ty,2 [h] n.e. 198,0

Vz/F [L] n.e. ©6193,1

# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter

einbezogen

der Maximalwert (66,6 pug/L) wurde ausgeschlossen, da unplausibel
n.e. nicht ermittelt, da A, nicht abgeschéatzt werden konnte

n.a. nicht anwendbar

*

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Intervall [h]™ At [h]™ Ucum [1g]
0-4 4,0 2,94
4_8 4,0 10,30
8-24 16,0 18,56
316 - 320 4,0 11,28%
320 - 336 16,0 36,14*

unvollstéandige Dokumentation und unvollstandige Urinsammlung
theoretische Intervalle wurden verwandt, da Dokumentation fehlte

*%

24 h-Sammelurin

. to-t U rel. Uaum.  AUCio -t CLgr U. rel. U~
E nnahme 0 z cum cum

! [h] [ug] [%] [ugh/L]  (L/h) [ugl [%]
1. 23,4 18,56 0,22 n.b. n.b. n.b. n.b.
14. n.d. n.b. n.b. n.b. n.b. n.a. n.a.

relative ausgeschiedene kumulative Menge bezogen auf Ugn/Dosis

relative ausgeschiedene kumulative Menge bezogen auf die erste Dosis — U./Dosis
n.a. nicht anwendbar

n.b. nicht berechnet aufgrund fehlender Informationen

n.d. nicht dokumentiert

*%
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Patient 2 - Dosis 50 mg (entsprechen 6,94 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Plasma

ANHANG A

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46

[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter (Nicht-kompartimentelle Analyse)

1. Einnahme* 14. Einnahme *
Crmax [Hg/L] 11,5 9,7
AUCo.24n [pg-h/L] 99,1 87,1
AUC. [pg-h/L] 162,1 n.a.
CL/F [L/h] 42,8 79,7
ty,2 [h] 18,8 433,2
Vz/F [L] 1163,5 49821,1
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter

einbezogen
n.a. nicht anwendbar

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Intervall [h] At [h] Ucum [pg]
0,0-4,0 4,0 0,91
4,0-8,0 4,0 2,30
8,0-24,0 16,0 9,42
312,0-316,1 4,1 0,50
316,1 - 320,0 3,9 6,42
320,0 - 336,0 16,0 12,92
336,0 - 360,2 24,2 20,44

24 h-Sammelurin

. to-t U rel. U AUCo_ CL U rel. U.
Einnahme o~z cum cum t0 - tz R

! [h] [pg] [%] [ug-h/L]  (L/h)  [pg] [%]
1.# 23,95 9,42 0,14 99,1 0,095 15,40 0,222
14 # 48,12 20,44 0,29 140,5 0,145 n.a. n.a.

*%

relative ausgeschiedene kumulative Menge bezogen auf die erste Dosis — U./Dosis
n.a. nicht anwendbar
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Patient 3 — Dosis 50 mg (entsprechen 6,94 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Vollblut

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Vollblut nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Gallium-Konzentration]
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Pharmakokinetik im Plasma

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter (Nicht-kompartimentelle Analyse)
1. Einnahme* 14. Einnahme
Crnax [Mg/L] 5,5 37,7
AUCO.24h [Ugh/L] 79,3 638,6
AUC., [ug-h/L] 102,5 n.a.
CL/F [L/h] 67,7 10,9
ty,z [N] 9,9 93,7
Vz/F [L] 966,1 1468,6
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter
einbezogen
n.a. nicht anwendbar
Ausscheidung im Urin
Individuelle Sammlungsintervalle
Intervall [h] At [h] Ucum [Hg]
0,0-4,7 4,7 0,29
4;7 _870 313 0,61
8,0-230 15,0 16,34
311,6 -315,5 3,9 4,33
315,5-319,4 3,9 9,56
319,4-335,4 16,0 23,34
335,4-359,4 24,0 37,78
24 h—-Sammelurin
. to-t AUCyo - CL U. rel. U.
Einnahme % .2 10 -tz R
[h] [wg:h/L]  (L7h)  [pg] [%]
1.# 23,0 79,3 0,206 21,11 0,304
14. 47,8 37,78 1159,0 0,033 n.a. n.a.
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter
einbezogen

n.a. nicht anwendbar
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Patient 4 — Dosis 90 mg (entsprechen 12,495 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Vollblut

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Vollblut nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Einnahme (rechts) von KP46
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Pharmakokinetik im Plasma

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Galliumkonzentration]

100-

- 80-

E_D O
S 601

©

£

S 404

c

(@)

x

& 20

Of-' T LI T T 4|\i /:T|\

T T T T 1
0 10 20 30 40 50 400 500 600 700 800
Zeit nach Beginn der Therapie [h]



ANHANG A 251

Pharmakokinetische Parameter (Nicht-kompartimentelle Analyse)

1. Einnahme* 14. Einnahme

Crnax [Wg/L] 10,4 92,1

AUCo.24n [Hg-h/L] 170,9 1657,0

AUC. [pg-h/L] 315,0 n.a.

CL/F [L/h] 39,7 7,5

ty,2 [h] 19,3 210,0

V. /F [L] 1101,8 2285,1

# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter

einbezogen
n.a. nicht anwendbar

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Intervall [h] At [h] Ucum [Hg]
0,0 -4,7 4,7 0,79
4,7-8,0 3,3 3,37
8,0-23,0 15,0 5,77
312,3-316,3 4,0 9,53
316,3-320,4 4,1 43,09
320,4 - 335,0 14,6 80,76
335,0-359,1 24,1 294,60

24 h-Sammelurin

. to-t U rel. U AUCo - CL U rel. U.
Einnahme o~z cum cum t0 - tz R
[h] [ug] [%] [ugh/L]  (L7h)  [ug] [%]
1.7 23,0 5,77 0,05 170,9 0,034 10,71 0,086
14. 46,8 294,60 2,36 3016,4 0,098 n.a. n.a.
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter
einbezogen

n.a. nicht anwendbar
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Patient 5 — Dosis 220 mg (entsprechen 30,54 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Plasma

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 1. (links) und 14.
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Pharmakokinetische Parameter (Nicht-kompartimentelle Analyse)

1. Einnahme* 14. Einnahme
Crnax [Mg/L] 13,5 14,3
AUCo.24n [pg-h/L] 57,4 291,9
AUC. [ug-h/L] n.e. n.a.
CL/F [L/h] n.e. 104,6
ty,z [h] n.e. 141,5
Vz/F [L] n.e. 21353,0
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter

einbezogen
n.e. nicht ermittelt, da A, nicht abgeschatzt werden konnte
n.a. nicht anwendbar

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Intervall [h] At [h] Ucum [Hg]
0,0-4,0 4,0 n.b.
4,0-24,0 20,0 11,27
311,4-315,9 4,5 4,66
315,9-319,9 4,0 17,05
319,9-335,9 16,9 30,01

unvollstéandige Urinsammlung
n.b. nicht berechnet, da Galliumkonzentration < LLOQ

24 h-Sammelurin

. to-t V) rel. U AUCo - CL U rel. U.
Einnahme o~z cum cum t0 - tz R
[h] [ugl [%] [ug,h/L]  (L7/h)  [ug] [%]
1.# 24,0 n.b. n.b. 57,4 n.b. n.b. n.b.
14. 24,5 30,01 0,098 n.b. n.b. n.a. n.a.
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter
einbezogen

n.a. nicht anwendbar
n.b. nicht berechnet aufgrund fehlender Informationen
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Patient 6 — Dosis 440 mg (entsprechen 61,09 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Plasma

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter (Nichtkompartimentelle Analyse)

1. Einnahme* 14. Einnahme

Crnax [Mg/L] 2,3 26,1
AUCo.24n [pg-h/L] 43,6 613,2
AUC. [ug-h/L] n.e. n.a.
CL/F [L/h] n.e. 99,6
ty,z [h] n.e. 169,1
Vz/F [L] n.e. 24299,6
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter

einbezogen
n.e. nicht ermittelt, da A, nicht abgeschatzt werden konnte
n.a. nicht anwendbar
Ausscheidung im Urin
Individuelle Sammlungsintervalle
Intervall [h] At [h] Uom [Hg]
0,0-4,0 4,0 n.b.
4,0-8,0 4,0 n.b.
8,0-24,0 16,0 1,72
311,3-315,8 4,5 6,02
315,8-319,8 4,0 8,31
319,8 - 335,8 14,0 27,63

n.b. nicht berechnet, da Galliumkonzentration < LLOQ

24 h-Sammelurin

. to-t V) rel. U AUCio_ CL rel. U.
Einnahme o~z cum cum t0 -tz R

! [h] [ugl [%] [wg-h/L]l (L/h)  [pg] [%]
1. 240 n.b. n.b. 43,6 n.b. n.b.
14. 24,4 27,63 0,045 613,2 0,045 n.a.

n.a. nicht anwendbar
n.b. nicht berechnet aufgrund fehlender Informationen
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Patient 7 — Dosis 900 mg (entsprechen 124,95 mg Gallium)

Pharmakokinetik im Vollblut

ANHANG A

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Vollblut nach 14 Einnahmen von KP46

[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Pharmakokinetik im Plasma

Gallium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach 14 Einnahmen von KP46
[T KP46-Gabe, O gemessene Galliumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter (Nichtkompartimentelle Analyse)

1. Einnahme* 14. Einnahme

Crmax [M8/L] 83,0 392,0

AUCo.24n [Hg-h/L] 1283,0 8553,1

AUC.. [ug-h/L] 3619,6 n,a,

CL/F [L/h] 34,5 14,6

ty,2 [h] 29,0 130,8

Vz/F [L] 1444 .4 2756,4

# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter

einbezogen
n.a. nicht anwendbar

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Intervall [h] At [h] Ucum [pg]
0,0-3,9 3,9 0,69
3,9-8,0 4,1 13,16
8,0-21,9 13,9 39,88
310,0-314,2 4,2 89,02
314,2 - 318,3 4,1 137,71
318,3-334,5 16,2 301,69
334,5-359,0 24,5 731,65

24 h-Sammelurin

. to-t V) rel. U AUCo - CL U rel. U.
E h o~z cum cum t0 - tz R
NS [ug] %]  [egh/Ll  (L/h)  [ugl [%]
1.# 21,92 39,88 0,03 1283,0 0,031 112,21 0,090
14. 49,00 731,65 0,59 15934,4 0,046 n.a. n.a.
# Plasmakonzentrationen unterhalb LLOQ wurden in die Berechnung der PK-Parameter
einbezogen

n.a. nicht anwendbar
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Anhang B: Pharmakokinetik von KP1019
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Ein- und Auschlusskriterien der KP1019-Studie

Einschlusskriterien

Manner und Frauen alter als 18 Jahre (19 Jahre in Osterreich); Frauen
im gebarfahigen Alter werden eingeschlossen, wenn:
o Negativer Schwangerschaftstest vor der Voruntersuchung und
innerhalb 48 h vor Beginn der Behandlungsperiode und
o RoutinemaBige Verwendung adaquater Verhiutungsmethoden
und
o Einverstandnis, wahrend der Studie keine Schwangerschaft zu
planen
Histologisch und zytologisch gesicherter maligner Tumor;
Therapiemaoglichkeiten sind ausgeschopft oder keine adaquate
Therapie steht zur Verfligung

Keine Therapie der Tumorerkrankung (Chemo-, Hormon-, Immun- oder
Radiotherapie) innerhalb der letzten vier Wochen

Lebenserwartung von = drei Monaten
ECOG-Performance-Status < 2

Daruber hinaus musste die Leber-, Nieren- und Knochenmarksfunktion
durch folgende Parameter bestatigt sein:

o Leukozyten =3,0-10°%/L

Thrombozyten = 100 - 10%/L

Hamoglobin 2 10 g/L

Serumkreatinin < 1,4 mg/dL

Kreatininclearance 2 60 mL/min

Bilirubin < 2,5 mg/dL

AST und ALT < 2,5 x der oberen Grenze” bei normaler
Leberfunktion

Freiwillige unterzeichnete Einverstandniserklarung

O O0OO0OO0OO0Oo

Ausschlusskriterien

Schwangerschaft und Stillzeit, unzureichende Methoden der
Empfangnisverhitung

Aktive Infektionen

Schlecht kontrollierte Komedikation oder mit dem Studienprotokoll
nicht vereinbare schwerwiegende maligne Erkrankungen

Klinische bestatigte Hirnmetastasen oder Hirnhautkarzinose
Alkohol- oder Drogenabhangigkeit

Psychische oder emotionale Einschrankungen, die die
Einverstandniserklarung entkraften oder eine Einschrankung der
Studienteilnahme bedeuten

Fehlende Einverstandniserklarung

*

Bei Patienten mit Lebermetastasen bis zum funffachen der oberen Grenze der
Normalwerte
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Patient 1 - Dosis: 25 mg (entsprechen 5,032 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
von KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]

3.0q
)
&2
=204
S 8
©
=
()
g
€ 1.0
X
5
o o

SJre)
0.0 T T T !
0 200 400 600 800

Zeit nach Beginn der Therapie [h]

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach der 1. (links) und 5.
Applikation (rechts) von KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, —
abgeschatzte Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

1. Applikation 5. Applikation Alle Applikationen
Cmax[mg/L] 1,26 2,63 2,63
AUC [mg-h/L] 88,6 137 143
ty1 [h] 4,28 1,86 4,14
tyz [h] 80,6 90,3 151
CL [mL/min] 0,95 0,61 0,59
Vs [L] 6,41 4,75 7,46

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Sammlungs- At C., Ucum CLRr i - ti-1)
Intervall[h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00 -1,63 1,63 1,14 0,002 0,014
1,63-4,13 2,50 1,01 0,008 0,042
4,13 -8,38 4,25 0,87 0,016 0,036
8,38-14,1 5,75 0,74 0,023 0,027
14,1 - 68,6 Keine quantitative Urinsammlung”

68,6 -71,3 2,63 0,40 - 0,172
71,3-166,6 Keine quantitative Urinsammlung ¥

166,6 - 170,4 3,75 1,96 - 0,070
170,4 - 331,6 Unvollstandige Dokumentation

331,6 - 338,6 7,00 S 0,010" S
338,6 - 342,6 4,00 2,12 0,113 0,202
342,6 - 352,6 10,0 1,88 0,227 0,100
352,6 - 356,9 4,25 1,77 0,260 0,074
356,9 - 403,9 Keine quantitative Urinsammlung”
403,9-407,9 4,00 1,22 - 0,192
407,9-411,4 3,50 2,25 - 0,138
411,4-671,6 Keine quantitative Urinsammlung*

*

Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen
unvollstandige Urinsammlung
nicht abgeschatzt, da Intervallmitte vor Ende der Infusion lag

*¥

KR
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24 h-Sammelurin

. ) t,-t U rel. U AUC;o - CL U. rel. U.
A | k t o~z cum cum t0 - tz R
PPIKATION ] [ug] [%]  [ugh/L]  (L/h)  [ug] [%]
1. 14,1 0,02 0,46 12,5 0,031 0,16 3,23
5. 19,8 0,26 n.a. 39,1 0,111 n.a. n.a.

n.a. nicht anwendbar
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Patient 2 - Dosis: 50 mg (entsprechen 10,064 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
von KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]
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Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach der 1. (links) und 5.
Applikation (rechts) von KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, —
abgeschatzte Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

1. Applikation 5. Applikation Alle Applikationen
Crmax [Mg/L] 1,96 4,24 4,67
AUC [mg-h/L] 190 308 339
ty1 [h] 5,21 5,00 7,71
tyz [D] 117 194 254
CL [mL/min] 0,88 0,55 0,49
Vs [L] 8,67 8,97 10,5

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Sammlungs- At Ca Ucum CLr i - ti-1)
Intervall [h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00 - 5,30 5,30 1,72 0,019 0,035
530-10,5 518 1,36 0,039 0,045
10,5-20,1 9,57 1,11 0,076 0,058
20,1 -239,7 Keine quantitative Urinsammlung”

239,7 - 336,9 Keine quantitative Urinsammlung”
336,9-341,1 4,22 3,86 0,108 0,111
341,1-347,5 6,38 3,42 0,197 0,068
347,5 - 354,8 7,32 3,14 0,315 0,086
354,8 - 357,3 2,55 3,02 0,379 0,138

*

Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen

24 h-Sammelurin

. . t,-t U rel. U AUCio -tz CLgr U. rel. U.
A I kat on 0 ‘z cum cum
PPITKANION 1k [ug] [%]  [ug'h/L]  (L/h)  [pgl] [%]
20,1 0,08 0,75 27,4 0,046 0,52 5,20
5. 20,4 0,38 n.a. 09,2 0,091 n.a. n.a.

n.a. nicht anwendbar
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Patient 3 - Dosis: 100 mg (entsprechen 20,127 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]
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Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach der 1. (links) und 5.
Applikation  (rechts) [O gemessene Rutheniumkonzentration, —
abgeschatzte Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

1. Applikation 5. Applikation Alle Applikationen
Crmax [Mg/L] 4,46 7,33 7,96
AUC [mg-h/L] 329 513 468
ty1 [h] 6,09 7,62 10,6
tyz [D] 90,5 200 161
CL [mL/min] 1,02 0,65 0,72
Vs [L] 7,63 10,9 9,37

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Sammlungs- At Ca Ucum CLr i - ti-1)
Intervall [h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00-1,42 1,42 K 0,007 %
1,42 -4,75 3,33 3,66 0,025 0,025
4,75 -7,25 2,50 3,24 0,036 0,022
7,25-9,17 1,92 2,99 0,050 0,041
9,17-11,2 2,00 2,81 0,065 0,044
11,2-14,2 3,00 2,63 0,080 0,032
14,2 -22,2 8,00 2,33 0,124 0,039
22,2 -24,8 2,67 2,14 0,139 0,043
24 8 - 335,4 Keine quantitative Urinsammlung*

335,4 -337,7 2,25 LK 0,112 K
337,7 - 340,2 2,50 6,47 0,207 0,098
340,2 - 343,7 3,50 6,09 0,285 0,061
343,7 - 345,6 1,92 5,82 0,356 0,107
345,6 — 349,2 3,58 5,59 0,518 0,135
349,2 - 351,7 2,50 5,39 0,620 0,125
351,7 - 358,6 6,92 514 0,917 0,139
358,6 — 359,6 1,03 4,98 0,951 0,109
359,6 - 408,4 Keine quantitative Urinsammlung*
408,4-411,6 3,17 7,63 - 0,069

*

Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen
nicht abgeschatzt,da das Mittel des Sammlungsintervalls vor Ende der Infusion lag

*¥
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24 h-Sammelurin

. ) t,-t U rel. U AUC;io - CL U. rel. U.
A | k t o~z cum cum t0 - tz R
PPUIKATION * rh)  [ug] [%] [ug:h/L]  (L/h)  [ugl (%]
1. 24.8 0,14 0,69 70,5 0,033 0,65 3,23
5. 22,9 0,95 n.a. 134 0,118 n.a. n.a.

n.a. nicht anwendbar
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Patient 4 - Dosis: 200 mg (entsprechen 40,255 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]
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Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach der 1. (links) und der
5. Applikation (rechts) [O gemessene Rutheniumkonzentration, —
abgeschatzte Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

1. Applikation® 5. Applikation Alle Applikationen™
Conax [Meg/L] 10,8 22,5 22,5
AUC [mg-h/L] 691 1273 1605
tyn [H] 6,86 5,33 10,6
tyz [N] 69,0 97,4 229
CL [mL/min] 0,97 0,53 0,42
Vss [L] 5,46 4,35 7,83

*

Abschatzung ohne Konzentration von Tag 4, dbl (72,1 h),
Abschéatzung ohne Konzentration von Tag 15, Cia. (337,4 h)

*%

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Sammlungs- At Ca Ucum CLr i - ti-1)
Intervall[h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00 - 2,98 2,98 10,52 0,025 0,014
2,98 - 7,40 4,42 9,02 0,067 0,018
7,40 - 23,8 16,4 6,56 0,084 0,003
23,8 -336,4 Keine quantitative Urinsammlung’

336,4 -342,4 6,00 20,59 0,181 0,024
342,4 - 360,4 18,0 16,94 0,971 0,043
360,4 - 384,4 24,0 14,14 2,355 0,068
384,4 —n.d. 24,0 11,89 3,874 0,089
n.d. - 650,0 Keine quantitative Urinsammlung’

n.d. nicht dokumentiert, Annahme: 408,4h
N Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen

24 h-Sammelurin

Applikation to'tz Ucum I‘el. Ucum AUCto_tz CLR Uoo rel- Uoo
[h]  [ugl [%] [pg-h/L] (L7h)  [ugl [%]

1. 23,8 0,08 0,21 182 0,008 0,32 0,79

5. 71,9 3,87 n.a. 1048 0,062 n.a. n.a.

n.a. nicht anwendbar
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Patient 5 — Dosis: 400 mg (entsprechen 80,510 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

1. Applikation 5. Applikation Alle Applikationen
Crmax [Mg/L] 30,5 43,0 43,0
AUC [mg-h/L] 1442 2357 2635
ty1 [h] 1,59 2,29 11,9
tyz [h] 51,2 85,5 157
CL [mL/min] 0,93 0,57 0,51
Vs [L] 3,96 4,15 6,32

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Sammlungs- At C., Ucum CLRr i - ti-1)
Intervall[h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00 -4,52 4,52 - 0,057 -
4,52 - 9,20 4,68 21,31 0,143 0,014
9,20-19,3 10,1 16,04 0,321 0,018
19,3-31,4 12,1 13,68 0,430 0,011
31,4-40,1 8,75 11,88 0,607 0,028
40,1 - 44,2 4,08 10,89 0,719 0,042
44,2 - 65,9 21,7 9,15 1,028 0,026
65,9 - 331,2 Keine quantitative Urinsammlung’
331,2-338,1 6,92 - 0,775 .
338,1 - 354,0 15,9 33,29 1,379 0,019
354,0-378,8 24,8 27,83 2,765 0,034
378,8 - 398,1 19,3 23,28 3,945 0,044

*

Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen
nicht abgeschatzt, da das Mittel des Sammlungsintervalls vor Ende der Infusion lag

*¥

24 h-Sammelurin

. ) t,-t U rel. U AUC;o - CL U. rel. U.
A | kat on o~z cum cum t0 -tz R
PPITKALION 1kl [ug] [%] [ugh/L]  (L/h)  [wel (%]
1. 65,9 857 1,03 1,28 0,020 1,73 2,15
5. 63,7 1802 3,94 n.a. 0,036 n.a. n.a.

n.a. nicht anwendbar
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Patient 6 — Dosis: 600 mg (entsprechen 120,765 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium-Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
von KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

ANHANG B

1. Applikation 5. Applikation Alle Applikationen
Cmax [mg/L] 29,0 n.b. n.b.
AUC [mg-h/L] 2151 n.b. n.b.
ti [h] 2,50 n.b. n.b.
tumz [h] 68,1 n.b. n.b.
CL [mL/min] 0,94 n.b. n.b.
Vss [L] 5,43 n.b. n.b.
n.b. nicht bestimmt
Ausscheidung im Urin
Individuelle Sammlungsintervalle
Sammlungs- At Ca Ucum CLr i - ti-1)
Intervall [h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00 -2,45 2,45 - 0,068 -
2,45 - 6,37 3,92 25,21 0,206 0,023
6,37 -22,2 15,8 19,16 0,694 0,027
22,2 -0601,7 Keine quantitative Urinsammlung’
* Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen
** nicht abgeschatzt, da das Mittel des Sammlungsintervalls vor Ende der Infusion lag
24 h-Sammelurin
I to-t U rel. U AUCyo_ CL U rel. U.
A likation o~z cum cum t0 - tz R
PP h gl [%] wgh/L] (/b)) [wgl (%]
1. 22,2 0,69 0,57 449 0,026 3,33 2,75
5. ] n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

n.b. nicht bestimmt
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Patient 7 — Dosis: 600 mg (entsprechen 120,765 mg Ruthenium)

Pharmakokinetik im Plasma

Ruthenium Konzentrations-Zeit-Profil im Plasma nach sechs Applikationen
von KP1019 [O gemessene Rutheniumkonzentration, — abgeschatzte
Rutheniumkonzentration]
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Pharmakokinetische Parameter im Plasma

ANHANG B

1. Applikation” 5. Applikation Alle Applikationen
Crmax [Mg/L] 24,9 50,1 51,5
AUC [mg-h/L] 1566 3244 4499
ty1 [h] 3,38 5,23 17,6
tyz [h] 54,9 118 290
CL [mL/min] 1,29 0,62 0,45
Vss [L] 6,00 6,26 10,4

*

Ausscheidung im Urin

Individuelle Sammlungsintervalle

Abschatzung ohne Konzentration von Tag 4, dbl (71,2 h)

Sammlungs- At Ca Ucum CLr i - ti-1)
Intervall [h] [h] [mg/L] [mg] [mL/min]
0,00 - 8,00 8,00 22,28 0,100 0,009
8,00 -24,0 16,0 16,42 0,567 0,030
24,0 - 335,3 Keine quantitative Urinsammlung’
335,3-340,7 542 - 1,014 -
340,7 - 359,7 19,0 40,97 4,721 0,079
359,7 - 599,2 Keine quantitative Urinsammlung*

* Annahme ausgehend von geringem Urinvolumen

*¥

24 h-Sammelurin

nicht abgeschatzt, da das Mittel des Sammlungsintervalls vor Ende der Infusion lag

. . t,-t U rel. U AUCqo -tz CLgr U. rel. U.
A I kat on 0 z cum cum
ppitkat [h]  [ug] [%] [ug:h/L]  (L/hy  [pgl (%]
1. 240 0,57 0,47 411 0,023 2,16 1,79
5. 24,0 4,72 n.a. 994 0,079 n.a. n.a.

n.a. nicht anwendbar



Anhang C: Populations-PK/PD Modell zur Platin-DNA-Addukt-
Bildung in Leukozyten



Erlauterung der Datensatz-Elemente des NONMEM®-Datensatzes

Element Einheit Beschreibung

ID Identifikation des Individuums

TIME [h] Zeit nach Beginn der Therapie

TAD [h] Zeit nach letzter Dosis

PTAD [h] Zeit nach letzter Dosis gemal3 Protokoll
[ug/L] abhangige Variable PK

o [mmol/L] abhangige Variable PD

AMT [mg] [mmol] Dosis

RATE [mg/h] Infusionsgeschwindigkeit

CMT Kompartiment

EVID Ereignis ldentifikation (z.B. Dosis,

Beobachtung)

OCC Zyklus, Therapiezyklus

M1F2 Geschlecht

CLCR [mL/min] lkjrrlzaggmtclearance, abgeschatzt nach Cockcroft

BSA [m?] Korperoberflache

BMI [kg/m?] Body-Mass-Index

WT [ke] Gewicht

HGT [cm] GroBe

STDY Studie

FFM [kg] Fettfreie Masse

SCR [mg/dL] Serumkreatininkonzentration

AGE [Jahre] Alter

S102 Sorafenibgabe

LEUK [mmol/L] DNA in den Leukozyten




Goodness-of-Fit-Plots fiir das Modell BASE

O Studie 1, O Studie 2; A: DV versus PRED, linear (links) und semi-

logarithmisch (rechts);

B: DV versus,

logarithmisch (rechts); C: WRES versus
IPRED (rechts)
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Goodness-of-Fit-Plots fiir das Modell BASE2RE

O Studie 1, O Studie 2; A: DV versus PRED, linear (links) und semi-
logarithmisch (rechts); B: DV versus, IPRE linear (links) und semi-
logarithmisch (rechts); C: WRES versus PRED (links) und IWRES versus
IPRED (rechts)
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Goodness-of-Fit-Plots fiir das finale Modell

O Studie 1, O Studie 2; A: DV versus PRED, linear (links) und semi-
IPRE linear (links) und semi-
PRED (links) und IWRES versus

logarithmisch (rechts); B: DV versus,
logarithmisch (rechts); C: WRES versus

IPRED (rechts)
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Ergebnisse von 897 Bootstrap-Laufen basierend auf dem finalen Modell

Rel.

glaor‘:lﬂeter FINAL  Median Fzzf(;r Fehler Konfidzr?z?ltervall
[%]
Fixed-effect-Parameter
CL [L/h] 13,9 13,9 <0,01 <0,01 129 - 15,0
V1 [L] 14,7 14,7 <0,01 <0,01 12,3 - 17,6
Q [L/h] 31,8 31,7 0,10 0,31 26,6 — 38,0
V2 [L] 242 242 <0,01 <0,01 223 — 264
Kovariateneinfluss
BcLcr 0,519 0,518 0,001 0,193 0,338 - 0,733
Random-effect-Parameter
Interindividuelle Variabilitat
WeL (%] 28,9 28,7 0,30 0,01 22,7 — 34,2
Wy1 (%] 64,0 62,3 1,66 0,03 458 - 77,8
wWo (%] 65,7 64,9 0,84 0,01 52,6 - 75,6
Wy2 (%] 36,9 36,2 0,68 0,02 27,7 — 44,2
Korr-weL.v1 0,145 0,137 0,008 5,52 0,072 - 0,210
Korr-wei.g 0,128 0,123 0,005 3,91 0,064 - 0,181
Korr-wep.vz 0,073 0,069 0,004 5,75 0,037 - 0,103
Korr-wyi.q 0,394 0,378 0,016 4,06 0,227 - 0,547
Korr-wyi.yo 0,221 0,210 0,011 498 0,120 - 0,319
Korr-wgq.v2 0,218 0,209 0,009 4,13 0,124 - 0,299
Restfehler
Oadditiv-1 (%] 0,0044 0,0044 <0,01 0,23 0,0032 - 0,0053
Oproportional-1 [ Mg7/L] 58,5 58,0 0,50 0,85 46,0 - 72,7
Oadditiv-2 (%] 0,0038 0,0037 0,0002 4,17 0,0000 - 0,0054
Oproportional-2 | Mg/L] 19,2 19,2 <0,01 <0,01 17,5 - 20,8




Case-Deletion-Diagnostics — Szenario 1

Ausschluss eines einzelnen Individuums aus dem Originaldatensatz;
— Original Parameterschatzung (vollstéandiger Datensatz), o Parameter-
schatzung des reduzierten Datensatzes, -- 95 9 Konfidenzintervall der

Parameterschatzung des vollstandigen Datensatzes
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Case-Deletion-Diagnostics — Szenario 2

Ausschluss von 10 9% der Individuen aus dem Originaldatensatz; — Original
Parameterschatzung (vollstéandiger Datensatz), o Parameterschatzung des
reduzierten Datensatzes, -- 95 9% Konfidenzintervall der Parameterschatzung

des vollstandigen Datensatzes
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Goodness-of-Fit-Plots fiir das finale PD-Modell

FINALPD, A: DV versus PRED linear (links) und semi-logarithmisch (rechts);
B DV versus IPRE linear (links) und semi-logarithmisch (rechts); C: WRES
versus PRED (links) und iWRES versus IPRE (rechts)
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