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ZUSAMMENFASSUNG
Etoposid im Neuroblastomprotokoll
Eine PBPK-basierte Auswertung relevanter Einflussfaktoren und Dosierungsregime

Kallenbach, Maximilian Caspar

Einleitung: In der padiatrischen Onkologie sind exakte Dosierungsregime von besonderer
Bedeutung, um in einer stark diversifizierten Patientengruppe therapeutisch wirksame aber nicht
toxische Plasmaspiegel zu erreichen. Ziel der Arbeit ist die Untersuchung verschiedener

EinflussgroRen auf die Pharmakokinetik von Etoposid in einer padiatrischen Kohorte.

Material und Methoden: Mithilfe der physiologiebasierten Pharmakokinetik (PBPK, Software PK-
Sim®, Bayer Technology Services) wurden Daten von 38 Patienten mit insgesamt 127
Etoposidmesswerten ausgewertet, welche im Rahmen der “kooperativen multizentrischen
Therapieoptimierungsstudie fiir die Behandlung von Sauglingen, Kindern und Jugendlichen mit

Neuroblastom” (1997-2002) erhoben worden waren.

Ergebnisse: Individuelle Simulationen konnten retrospektiv die gemessenen Plasmaspiegel nur
ungeniigend wiedergeben (Pearson r=0,395; Verteilungskoeffizient +44%). Eine populations-
pharmakokinetische Simulation erzeugte aber eine nahezu identische Plasmaspiegelverteilung
verglichen mit der untersuchten Kohorte. Auf die Simulationsergebnisse zeigte die freie Fraktion
den grofBten Einfluss, mehr als renale und hepatische Funktionsschwankungen oder
unterschiedliche Korperzusammensetzungen. Das Modell konnte hohere gemessene
Etoposidspiegel bei adiposen Patienten bestatigen. Im Modell senkt eine Dosierung nach kg

Korpergewicht die interindividuelle Variabilitat im Vergleich zu einer fixen Dosis nach Alter nicht.

Diskussion: Auch fir Kinder < 1LJ liegt laut Modell eine ausreichende Therapiesicherheit bei
Dosierung nach m? KOF vor. Ein therapeutisches Drugmonitoring mit Bestimmung der freien

Fraktion sollte besonders bei adipdsen Patienten in betracht gezogen werden.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Forschungsstand in der padiatrischen Onkologie und Hamatologie hat in den
letzten Jahrzehnten enorme Fortschritte gemacht, gerade was die Aspekte
Therapiesicherheit und Effektivitat betrifft. Das immer weiter anwachsende Wissen
Uber die Entwicklung von altersabhdngigen Stoffwechselprozessen und anderen
physiologischen Unterschieden von der Konzeption Ulber die Entbindung bis zur
Adoleszenz sowie die Einbeziehung pharmakokinetischer und pharmakodynamischer

Erkenntnisse konnte die Therapiequalitdt zunehmend weiter steigern.

Dennoch mangelt es bis heute in vielen Fallen an speziellen Dosierungsempfehlungen
fir Kinder. Die in klinischen Studien an Erwachsenen gewonnenen
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Daten kénnen aufgrund der groRen
Unterschiede zum kindlichen Organismus nicht direkt auf das padiatrische Kollektiv
Ubertragen werden. Kinderspezifische pharmakokinetische Studien sind nach Ansicht
vieler Autoren zur Verbesserung der padiatrischen Pharmakotherapie notwendig (siehe
Review: Groninger 2004 “%). Dies gestaltet sich aber als schwierig, da nicht
einwilligungsfahige Individuen die Studiengrundlage darstellen. Auch wurden spezielle
padiatrische Studien aufgrund fehlenden finanziellen Interesses seitens der

Pharmaindustrie lange Zeit kaum durchgefihrt.

Die EMA (European Medicines Agency) setzte daher eine Richtlinie in Kraft, nach der zu
jeder Zulassung eines neuen Arzneimittels ein padiatrisches Prifkonzept (paediatric
investigation plan, PIP) vorzulegen ist. In den PIPs muss das geplante
Entwicklungsprogramm fiir eine Anwendung an Kindern beschrieben werden. Seitdem
wird von der Pharmaindustrie immer mehr auf verschiedene Simulationsprogramme
zurlickgegriffen, um wvon den an Erwachsenen Uber die Arznei gewonnenen
Erkenntnissen auf die kindliche Pharmakokinetik zu schlieRen. In diesem Feld hat sich
zuletzt mehr und mehr die physiologiebasierte Pharmakokinetik als wichtiges

Werkzeug etabliert.
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Einleitung

In dieser Arbeit soll mit Hilfe dieses neuen Ansatzes, der physiologiebasierten
Pharmakokinetik, ein kindliches Kollektiv untersucht werden. Verwendet wird dabei PK-
Sim® der Firma Bayer Technology Services. Mit Daten aus der “kooperativen
multizentrischen Therapieoptimierungsstudie fir die Behandlung von Sauglingen,
Kindern und Jugendlichen mit Neuroblastom” 2 werden verschiedene Einflussfaktoren
der Etoposidpharmakokinetik untersucht. Dabei wird ein bereits validiertes Modell

genutzt und an die Kohorte adaptiert.

In den folgenden Abschnitten wird auf das Neuroblastom und auf seine Therapie
gemdR dem Neuroblastom-Studienprotokoll eingegangen. Pharmakokinetik und -
dynamik von Etoposid sowie seine Dosierungsproblematik werden erldutert. Es folgt
eine Zusammenfassung der kindlichen Entwicklungsphysiologie speziell im Hinblick auf
die Pharmakokinetik sowie die daraus resultierenden Grundlagen der medikamentdsen

Therapie im Kindesalter.

AuBerdem werden die physiologiebasierte Pharmakokinetik (PBPK) sowie das hier
verwendete Simulationsprogramm PK-Sim® erldutert. Das bestehende Modell von G.
Kersting 7% wird beschrieben und die nétigen Anpassungen an das hier untersuchte

Patientenkollektiv werden genau dargelegt.
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Einleitung - 1.1 Das Neuroblastom

1.1 Das Neuroblastom

Beim Neuroblastom handelt es sich um den haufigsten extrakraniellen soliden Tumor
im Kindesalter. Er manifestiert sich priméar in den paravertebralen Ganglien von Hals
und Thorax sowie in den pra- und paravertebralen Ganglien des Abdomens. Es kann zu
lokaler Ausbreitung, Metastasierung sowie spontaner Remission kommen.
Lymphogene und hdmatogene Metastasen siedeln bevorzugt in benachbarten

Lymphknoten, Leber, Knochen, Knochenmark und Meningen.

1.1.1 Epidemiologie

8,5% aller malignen Erkrankungen im Kindesalter (<15 Jahre) sind Neuroblastome. Ein
Drittel der Patienten ist bis zur Vollendung des ersten Lebensjahres erkrankt, bis zum
sechsten Lebensjahr sind es 90%. Die Inzidenz betragt etwa 11/1.000.000 Kinder 74,
Abbildung 1 stellt diese je nach Altersgruppe als Histogramm dar. Es besteht ein

Geschlechterverhaltnis von 1,1:1 (Jungen zu Madchen) 72,
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Altersgruppen in Jahren

Abbildung 1: Histogramm der Neuerkrankungen pro 100.000 Kindern und Jahr je nach Altersgruppe,
Daten aus dem Kinderkrebsregister Mainz, 2003-2007 72

1.1.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung erfolgt nach dem International Neuroblastoma Staging System

(INSS) in vier Stadien (siehe Tabelle 1). In den ersten drei Stadien bleibt der Tumor
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Einleitung - 1.1 Das Neuroblastom

lokalisiert, in Stadium 4 kommt es zu Metastasierung in Knochenmark, nichtregionale
Lymphknoten oder andere Organe. Sauglinge im Stadium 1 oder 2 mit Metastasen in
Haut, Leber oder Knochenmark, jedoch eindeutig ohne Skelettmetastasen werden
gesondert in das Stadium 4-S eingeteilt. Mehr als 50% der Neuroblastome sind bei

Diagnose bereits metastasiert 74,

Stadium | Ausbreitung

1 Lokalisierter Tumor mit makroskopisch kompletter Entfernung, kein mikroskopischer
Lymphknotenbefall iber Tumorgrenzen hinaus

A Lokalisierter Tumor mit makroskopisch kompletter Entfernung, kein mikroskopischer
Lymphknotenbefall iber Tumorgrenzen hinaus

28 Lokalisierter Tumor mit/ohne makroskopisch kompletter Entfernung, Befall benachbarter
ipsilateraler Lymphknoten, kontralateral kein Lymphknotenbefall

3 Unilateraler Tumor mit Befall der Lymphknoten der Gegenseite oder nichtresektabler
unilateraler Tumor mit Uberschreiten der Mittellinie mit/ohne Lymphknotenbefall

4 Tumor mit Fernmetastasen in Haut, Knochen, Leber, Knochenmark oder entfernten
Lymphknoten

43 Lokalisierter Primartumor (Stadium 1-2B) bei Sduglingen mit Dissemination in
Haut/Leber/Knochenmark ohne Knochenmetastasen

Tabelle 1: Stadieneinteilung des Neuroblastoms entsprechend dem ,International Neuroblastoma

Staging System” (INSS) 7

1.1.3 Klinik

Unterschiedliche Lokalisationen des Primartumors und seiner Metastasen bedingen ein
heterogenes Krankheitsbild. Abdominaltumoren prasentieren sich haufig als bereits
groRe Vorwdlbungen, da eine lokale Tumorausdehnung oft erst spat zu Komplikationen
wie z.B. Harnabflussstérungen fiihrt. Zervikal oder thorakal im hinteren Mediastinum
gelegene Tumoren fallen durch Schwellung, Horner-Syndrom, Luftnot oder als
radiologischer Zufallsbefund auf. Es kann zur Invasion der foramina intervertebralia mit
Expansion in den Spinalkanal (Sanduhrtumoren) mit daraus resultierenden
Pardsthesien, Blasen- und Mastdarmstorungen sowie konsekutiver Lahmung kommen
111 Kopfschmerzen kdnnen auf einen intrakraniellen Befall hindeuten. Retrobulbare
Metastasen fuhren zu Protrusio bulbi und periorbitalen Einblutungen. Sduglinge im

Stadium 4S fallen meist durch eine Hepatomegalie infolge der Lebermetastasen auf.
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Besonders in den niedrigen Stadien konnen sich paraneoplastisch opsomyoklonische
Syndrome mit Myoklonien, schnellen Augenbewegungen und zerebelldrer Ataxie
entwickeln. Obwohl das Neuroblastom Katecholamine produziert, kommt es nur selten
zu Hypertonie oder chronischer Diarrho. Je nach Schwere der Erkrankung und Grad der
Metastasierung zeigen sich erhebliche Skelettschmerzen und allgemeine Symptome

wie Fieber, Blasse, Inappetenz und Schwiche 74,

1.1.4 Diagnostik

Eine Friherkennung wadre aufgrund des erhdhten Katecholamingehalts im Urin
(Vanillinmandelsdure, Homovanillinsdure) bei etwa 90-95% der Patienten moglich. Eine
Studie zum Einsatz des Neuroblastomscreenings im Alter von einem Jahr konnte in
Deutschland keinerlei Senkung der Mortalitdt durch das Screening belegen. Bei den
entdeckten Fillen handelte es sich um Patienten, die nicht von einer friiheren Diagnose
und Therapie profitierten 1%, Eine dhnliche prospektive Studie zur Screeningdiagnostik
in Kanada zeigte zwar eine Zunahme der Inzidenz niedriger Stadien, die Inzidenz der
metastasierten Stadien konnte durch die Friiherkennung jedoch nicht gesenkt werden

(siehe Kommentar: Woods 2003 126).

Serologisch treten verdnderte Laborparameter auf, der LDH-Spiegel kann ansteigen,
NSE-, Ferritin-, sowie Hamoglobin- und Thrombozytenspiegel kénnen sinken 74. Die
Diagnose ist klinisch durch Symptomatik, Labor und Bildgebung moglich, zur weiteren
Therapieplanung ist hingegen die histologische Tumordiagnostik mit N-Myc-
Quantifizierung und Bestimmung weiterer Anomalien entscheidend. Das Staging
erfolgt durch Computer- oder Magnetresonanztomographie, teils durch 2*MIBG-SPECT
unterstiitzt. Weiterhin sind zwei bis vier Knochenmarksbiopsien an unterschiedlichen
Stellen erforderlich. Bei Verdacht auf eine Skelettbeteiligung wird zusatzlich eine

Technetium-Szintigraphie angeschlossen 74,

1.1.5 Therapie und Prognose

Die Therapie erfolgt stadienadaptiert. Bei Sduglingen und Kindern im Stadium 1 oder 2

ohne N-Myc-Amplifikation kann eine alleinige chirurgische Entfernung zur Heilung
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fihren. Oft differenziert der Tumor selbststindig und verliert demzufolge seine
Malignitat. Im Stadium 3 und 4 wird priméar chemotherapeutisch behandelt, um eine
prdaoperative Tumorregression zu erreichen. Die Sonderform des Stadiums 4S bildet
sich regelhaft spontan zuriick, weshalb die Prognose hier mit iber 80% 5-Jahres-
Uberlebens-Rate (5-JUR) auch ohne Therapie besonders gut ist 1. Auch Sduglinge im
Stadium 3 und 4 haben eine dhnlich giinstige Prognose, da die Neuroblastome hier
noch haufiger zu Ganglioneuromen ausreifen. Bei dlteren Kindern sind Neuroblastome
dieser Stadien oft therapieresistent. Die bei etwa einem fiinftel der Patienten
vorliegende N-Myc-Amplifikation tragt hierzu bei und erklart die mit 20% sehr

ungiinstige Uberlebensrate von Patienten im Stadium 4 mit N-Myc-Amplifikation 111,

Alter Stadium Anteil der Neuroblastome (%) 5-JUR (%)
<1 Jahr 1-3 56 94 +2
4 15 646
4S 29 86 +3
> 1 Jahr 1-3 50 87+2
4 50 39+3

Tabelle 2: Uberleben von Neuroblastompatienten in Abhingigkeit von Alter und Stadium. Ergebnisse
der Therapiestudien NB90 und NB97 der Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie und Hamatologie
(GPOH) fiir 488 Kinder < 1 Jahr und 889 Kinder > 1 Jahr. Angegeben ist die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-

JUR) mit Standardabweichung ** %3

Bei Kindern aller Altersgruppen (Stadium 1-3) liegt die Wahrscheinlichkeit des
ereignisfreien Uberlebens (iber 5 Jahre ohne N-Myc-Amplifikation in den Tumorzellen

bei 84%. Bei Kindern mit N-Myc-Amplifikation halbiert sich diese auf 42% 13 93,
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1.2 Das Neuroblastom-Studienprotokoll NB 97

Die “kooperative multizentrische Therapieoptimierungsstudie fiir die Behandlung von
Sauglingen, Kindern und Jugendlichen mit Neuroblastom” 2> wurde 1997 von der
Gesellschaft fir Padiatrische Hamatologie und Onkologie gestartet. Erstmals wurde ein
optionales Drugmonitoring eingefiihrt. Den stark gestiegenen therapiebedingten
Nebenwirkungen, insbesondere Knochenmarksdepression, Neutropenie und Sepsis,
wurde mit Dosisreduktion begegnet. Durch Therapieanpassungen erwartete man nicht
nur eine verbesserte Vertraglichkeit, sondern auch eine Verkirzung der Therapiedauer

durch geringere zeitliche Abstiande der Blécke 2.

Das NB97-Protokoll sieht eine adaptierte Therapie abhangig vom individuellen Risiko
vor, welches sich aus N-Myc-Amplifikation, Alter, Stadium, Symptomatik und
Tumorvolumen ergibt. Die Einteilung der Patienten erfolgt in Standardrisiko-,

Hochrisiko- und Beobachtungsgruppen (siehe Abbildung 2).

Neuroblastomstudie NB 97

(vereinfachte Ubersicht)

Beobachtungspatienten
(MYCN=, Sgl: 1-3,4S; >1J: 1,21

-7 Regression +. O Therapie
evtl. 7

Beobachtung <

p — —
(Biopsie) Zweit-O| —
12 Mo. P "> Regression -O: wie SR

Standardrisiko-Patienten
(MYCN=, Sgl.1-3 mit Symptomen; >1J: 2nr, 3)

O B 2
(Biopiie)" D D et

3-4 Monate Zweit-Op
Hochrisiko-Patienten
(MYCN 4, 4) Megatherapie mit ASCT
7 1 Monat N Retinsiiure iiber 1 Jahr
Vg b b b et Nl N .
oL I TE T awicp 8 e
5-7 Monate evil. RT \\ D D D D /"
~ e
Erhaltungstherapie

3 Monate
Randomisierung geschlossen am 01.11.02, Ernaltungstherapie nur fiir
Siuglinge Stadium 4 ohne Nmyc-Amplifikation.

Abbildung 2: Gesamtibersicht des Therapieplans aus dem NB97-Studienprotokoll in der Fassung vom

1.12.2002 2
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1.2.1 Beobachtungspatienten

In der Beobachtungsgruppe (siehe Abbildung 3) wird die Tumorprogression nur
abwartend verfolgt. Je nach N-Myc-Amplifikation wird behandelt, bei Eintreten einer
bedrohlichen Symptomatik oder nach unvollstandiger Regression nach sechs bis zwolf
Monaten. Falls eine von klinischer Symptomatik begleitete Progression auftritt, werden
die Sduglinge und Kinder wie Standardrisikopatienten mit vier Blocken Chemotherapie

behandelt (2x N5 und N6; Dosierung auf kg-Basis bis 1 Jahr; < 6 Monate: N4 Blocke).

Kriterien: Nmyc =
Stadien:  Sauglinge 13 ohne bedrohliche Symptomatik
Séauglinge 4S8 ohne bedrohliche Progression
> 1 Jahr 1,2r

| Erst-Op / Biopsie ‘
Sgl.: . Stadium 2,3 Beobachtung Sgl.: . Stad!um 1,48
>1J.; Stadium2r (TumorgréBe radiclogisch) > 17J.. Stadlumr1
(flir 6-12 Monate) (bis zur Progression)
Minimalrest Tumor idem Progression keine Progression
(< 10%, <2-5ml) oder gering regredient (Sgl.: + bedrohliche Symptome)
R . i @ Differ. (4)
Zweit-Op / Biopsie " o Behandlung
O Regress. 4) Stad. 45: N4 bis Progressionstop,
andere: wie SR-Patienten

Ganglioneurom
(Diff. 1-3)
Regression
(Regr. 1-3)

_— Beobachtung [

Abbildung 3: Beobachtungspatienten, aus dem NB97-Studienprotokoll in der Fassung vom 1.12.2002 12
1.2.2 Standardrisikopatienten

In die Standardrisikogruppe werden Sauglinge der Stadien 2, 2nr (nicht weitgehend
resektabel; > 10% Tumorrest) und 3 mit bedrohlicher Symptomatik und Patienten der
Beobachtungsgruppe mit Progression eingeteilt, wobei jeweils keine N-Myc-

Amplifikation vorliegen darf (siehe Abbildung 4).

Standardrisikopatienten werden nach Biopsie innerhalb von 12 Wochen mit je 2 N5-
und N6-Blocken therapiert. Die Etoposiddosis wird von ehemals 125 mg/m?%d im N1-

Block des NB90-Protokolls auf 100 mg/m?d im neuen N5-Block reduziert. Bei weiterhin
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auftretender Knochenmarkstoxizitdit kann im anschlieenden zweiten Block die
Etoposiddosis auf 80 mg/m?%d reduziert werden. Der ehemalige N2-Block (N6 im NB97-
Protokoll) wurde durch Abadnderung des Dosierungsschemas von Doxorubicin
vertraglicher gemacht. Die 48h-Dauerinfusion des NB90-Protokolls wurde durch zwei 4-
stiindige Infusionen mit gleicher Gesamtdosis an Tag 1 und 2 ersetzt. Man erwartet
eine geringere Schleimhauttoxizitdt bei gleichem kardiologischem Risiko (Erfahrungen
der COSS-Studie #?). Durch diese Therapieanpassungen wird auf eine G-CSF-Therapie

am Ende des Blockes verzichtet.

Kriterien Nmyc =

Sauglinge Stadien 2, 3 mit bedrohlichen Symptomen
> 1 Jahr Stadien2 nr, 3

Beobachtungspatienten mit unzureichender Regression/Differenzierung
oder Progression (> 1 Jahr)
oder Progression + klinische Symptomatik (Sauglinge)

CR, VGPR:
QTherapie
H H evtl. evtl.
Erst-Op/Biopsie =~ —— l e D - zweitop I - D 2Zweit-Op
N5 N6 N5 N6 PR, MR, NR, PROG
» | | aktiver Tumor:
Q. e e
i 6 Wochen 6 Wochen RT 40 Gy lokal
) exp. Therapie
Z
4
N4 N4

Abbildung 4: Standardrisikopatienten, sieche NB97-Studienprotokoll in der Fassung vom 1.12.2002 12

Sauglinge mit den Tumorstadien 4S, den Stadien 2 oder 3 mit bedrohlichen Symptomen
oder mit dem Stadium 4, die jinger als sechs Monate sind, erhalten anstelle der ersten
N5- und N6-Blocke zweimal den N4-Block mit Doxorubicin, Vincristin und

Cyclophosphamid (siehe Abbildung 4).

1.2.3 Hochrisikopatienten

In der Hochrisikogruppe wird der Tumor im Regelfall primar biopsiert, da eine
komplette Resektion selten moglich ist. Eine teilweise Resektion ist aus
onkochirurgischer Sicht klar kontraindiziert. Zu variablen Zeitpunkten, je nach

Tumorregress und Allgemeinzustand, wird die enbloc-Resektion angestrebt. Die
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Einleitung - 1.2 Das Neuroblastom-Studienprotokoll NB 97

systemische Therapie besteht aus je drei N5- und N6-Blécken (siehe Abbildung 5) im
Abstand von 21 bis 25 Tagen, lokaler Bestrahlung des Primartumors, der Gabe von 5
ug/kg KG G-CSF am achten Tag des N5-Block und am neunten Tag des N6-Blocks und
einer Konsolidierung durch Megatherapie samt Stammzelltransplantation mit

anschliefender Retinsaurekonsolidierung.

NB97: Hochrisikopatienten
(nach Abschluss der Randomisierung, Stand: 11/2002 )

Status Status
Erst-Op/ e CSF G CSF G CSF G CSF evtl. l G CSF G CSF  evil. i
BIOPS'e D . D . Zweit-Op D . Zweit-Op >

% |:| . |:| k L L Sammlung
N4 N4

von CD34" -Stammzellen

4 — 5 Monate
Status
Retinsaure Block 1 Retinsaure Block 2
MEGnﬁtTng-?PIL evtl. Radiotherapie l
(evtl.: + mIBG) (Primartumor) | 6 Monate | | 3 Monate|

Sar<12M / ' '

g < on. v I 1
bei Diagnose —> . . 1 Jahr
Nmyc nlcht amplifiziert N7 N7

Abbildung 5: Hochrisikopatienten, aus dem NB97-Studienprotokoll in der Fassung vom 1.12.2002 12

Seite 10



Einleitung - 1.3 Polychemotherapie des N5-Block

1.3 Polychemotherapie des N5-Block

Auf den Etoposid enthaltenen N5-Block wird hier genauer eingegangen. Behandelt
werden Patienten der Standard- und Hochrisikogruppen jenseits des sechsten
Lebensmonats bei gutem Allgemeinzustand ohne derzeitige Infektionen oder
Toxizitaten (Leukozyten > 2,0/nL, Ototoxizitat audiometrisch nicht > Grad 2 (FAEP),

Nephrotoxizitat nicht > Grad 1).

Die Patienten erhalten je zwei respektive drei Zyklen dieses Blockes mit oder ohne
zwischenzeitliche G-CSF-Stimulation (siehe Abbildung 6). Am Tag 1 werden 3 mg/m?
(Sauglinge 0,1 mg/kg) Vindesin als einstindige Infusion gegeben. Im Verlauf der
nachsten vier Tage werden parallel Etoposid (100 mg/m?d) und Cisplatin (40 mg/m?d)
als 96-stiindige Dauerinfusion verabreicht. Bei Sduglingen werden die Dosen auf der
Basis von 125mg/m? nach Koérpergewicht berechnet (4,2 mg/kg pro Tag Etoposid, 1,3
mg/kg pro Tag Cisplatin). Als Parallelinfusion erhalten die Kinder zuséatzlich 3000 ml/m?
Elektrolyte pro Tag (Sduglinge 100 ml/kg pro Tag) sowie 1g/kg Mannit pro Tag.

DDP 40 mg/mexd  d1-4(96h)

_ ETO 100mg/m2xd  d1-4(96h)

VDS 3 mg/m2xd d1(1h)
| Parallelinfusion 3 1/m2xd di1-6
| | G-CSF s.c. 5 ug/kg x d ab d 8 taglich bis
(nur bei HR) > 10/nl Leukozyten

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Therapieverlaufes des N5-Blockes (DDP: Cisplatin, ETO:

Etoposid, VDS: Vindesin; G-CSF: Granulocyte-Colony-Stimulating-Factor; HR: Hochrisikogruppe)?

Bei ungeniigendem Leukozytennadir kann die Etoposiddosis zum nachsten N5-Block
um 20% erhoht werden. Unter einem ungeniigenden Leukozytennadir versteht man
dabei Leukozytenwerte von mehr als 2,5 /nl, auch bei mehr als 50 Thrombozyten /nl

gilt das Kriterium als erfullt. Beim Auftreten von Knochenmarksdepressionen
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(Leukopenie Grad 4 oder Leukopenie > 7 Tage oder fieberhafte Infektion bei < 1,0 /nl
Granulozyten, > 2x Grad oder > 1x Grad 3 oder 4) wird die Dosis vergleichend um 20%

reduziert 12.

1.3.1 Etoposid

Etoposid, ein Podophyllotoxinderivat, ist ein stark genutztes Zytostatikum im klinischen
Gebrauch. Es interagiert mit der Topoisomerase |l und der DNS Uber die
Colchicinbindungsstelle des Tubulins und stabilisiert sie. Dies fiihrt zu spateren DNS-
Strangbriichen in der G2 und S-Phase und verhindert folglich den Eintritt in die Mitose
92_Ein weiterer Faktor scheint die Bildung freier Radikale zu sein, die in gut oxigenierten

Zellen erhoht ist 121,

1.3.1.1 Pharmakokinetik

Nach intravendser Gabe kann der Verlauf des Etoposidplasmaspiegels gut durch ein
biexponentielles pharmakokinetisches Modell beschrieben werden. Fiir die terminale
Plasmahalbwertszeit Erwachsener fanden Arbuck et al. Werte um 8,1 + 2,8 h, die
Clearance lag bei 21,4 + 7,4 mL/min/m? und das Verteilungsvolumen im Steady-State
lag zwischen 6,6 L/m? und 14,8 L/m?2. Die Etoposidclearance korrelierte am starksten
mit der Kreatininclearance (r?=0,408) °. Bei Kindern fanden Eksborg et al. terminale
Halbwertszeiten von 2 - 7,8 h 38, Weitere pharmakokinetische Parameter sind in Tabelle

3 dargestellt.

Gréninger 04 44 19,5-125,9 4,8-7,2

Arbuck 86 © 21,9+8,2 8,3+3,2 12,1+8,2

Sinkule 84 115 27,1+12,5 10,6 +3,2 6,6+3,6 239+4,1 7,8+1,8 59+14

D’Incalci 82 % 26,8+2,4 7,05+0,67 | 157+1,8 | 39,34+6,6 | 3,37+0,5 9,97 £3,7

Evans 82 %0 17,8 +11,2 4,8+2,8 581+3,2

Tabelle 3: Vergleich pharmakokinetischer Parameter aus verschiedenen Studien fiir Kinder und

Erwachsene, Mittelwert und Standardabweichung wenn vorhanden, sonst ist der Bereich angegeben
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Etoposid weist eine Plasmabindung von 76-96% auf 2, bei Kindern findet sich eine

noch stirkere Plasmabindung 7°.

Insgesamt unterliegt die Pharmakokinetik intraindividuellen sowie grofRen

interindividuellen Schwankungen. So verzeichneten Millward et al. intra- und
interindividuelle Schwankungen bei Brustkrebspatientinnen von 20% und 45% 22. Die
interindividuelle Variabilitat fiir die AUC bei Kindern lag in einer Untersuchung von
Eksborg et al. bei 23% (AUC normalisiert auf mg/m?) und 32% (AUC normalisiert auf
mg/kg) 3. Boos et al. dokumentierten intraindividuelle Variabilitidten von 10,8% und
interindividuelle  Variabilititen von 22% bei Neuroblastompatienten der
Neuroblastomstudie NB 90, die damit niedriger lagen als allgemein in der Literatur
beschrieben 4. Die Tabelle 4 zeigt die interindividuellen Schwankungen verschiedener
pharmakokinetischer Parameter unter 100 erwachsenen Tumorpatienten in einer
Untersuchung von Nguyen et al. %2, inwieweit diese normalverteilt sind lies sich der

Veroffentlichung nicht entnehmen.

CL . 4 Lag time
(mL/min) Vdcent (L) Vdperl (l.) Ka (h ) (mm) F (%)
Gesamtes Etoposid 32% 35% 70% 11% 93% 37%
Ungebundenes Etoposid 36% 29% 87% 86% 175% 92%

Tabelle 4: Variationskoeffizienten fiir die jeweilige 1IV (interindividuelle Variabilitit) bei Erwachsenen
anhand von 100 Patienten mit 1044 gemessenen Etoposidkonzentrationen, berechnet mithilfe eines
populationskinetischen Ansatzes; CL Clearance, Vdcent/Vdperi zentrales/peripheres Verteilungsvolumen,

Ka Absorptionsrate, lag time of absorption, F orale Bioverfiigbharkeit %

Nach einer intravendsen Injektion von Etoposid lassen sich etwa 30-50% der Dosis im
Urin nachweisen. Es sind aber auch davon abweichende Angaben zu finden. Radioaktiv
markiertes Etoposid und seine Metabolite werden zu 46% fakal und 54% renal

ausgeschieden 28 6% 115,

Hepatisch wird Etoposid hauptsichlich Gber CYP3A4 abgebaut 2 133, CYP1A2 und
CYP2E1 sind nur fiir etwa 10% der Etoposidmetabolisierung zustidndig . Durch

Enzyminduktion unter Cortison kommt es demzufolge zu hoheren systemischen
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Clearanceraten (siehe Review: Groninger 2004 #%). Unter cytochromhemmender
Medikation (z.B. Cyclosporin) resultiert eine verlangsamte Metabolisierung, was zu
einer Dosisreduktion fiihren sollte. Nach Vorbehandlung mit Platinverbindungen ist
eine verminderte renale Elimination aufgrund der Nephrotoxizitdt dieser Substanzen
moglich. Da CYP3A4 bei Kleinkindern eine erhdhte Aktivitat aufweist ist die hepatische
Metabolisierung gesteigert °. Bei Patienten mit lkterus oder Hyperbilirubindmie konnte
keine Veranderung von totaler Clearance, Halbwertszeit und Verteilungsvolumen
gefunden werden & 2% 51, Hypalbuminamien fiihren zu stirkeren toxischen Effekten, da

der freie Etoposidanteil im Blut erhoht ist ®.

Renal wird Etoposid glomeruldr filtriert sowie tubular sezerniert. Guo et al. stellten
anhand einer in vitro Studie fest, dass Etoposid via P-gp (P-Glykoprotein) und cMOAT
(canalicular multispecific organic anion transporter) renal konzentrationsabhangig
ausgeschieden wird. Auch konnte gezeigt werden, dass Etoposid via P-gp in die

Gallenginge sezerniert und somit biliar ausgeschieden wird #°.

1.3.1.2 Pharmakodynamik

Etoposid wird aufgrund seiner synergistischen Effekte mit Platinverbindungen in vielen
Kombinations-Zytostatikatherapien eingesetzt. Die bedeutendste unerwiinschte
Arzneimittelwirkung ist eine ausgepragte Knochenmarksdepression. Als kutane
Symptome lassen sich Haarausfall, allergische Hypersensitivitatsreaktionen sowie ein
Hand-FulB-Syndrom mit schmerzhaftem Palmarerythem, Blasenbildung und
Desquamation benennen. Weiterhin kénnen Ubelkeit, Erbrechen, Mukositis, Durchfall
und akuter Blutdruckabfall bei zu schneller Infusion auftreten. Im Dauertherapiearm
der NB-90-Studie wurde ein erhdhtes Myelodysplasie- und Leukdmierisiko
nachgewiesen 2. Andere Studien zeigten bei 10% der Patienten eine therapieinduzierte

akute myeloische Leukamie 4.

Die Tumoraktivitat ist dosis- und therapieschemaabhdngig, Dauerinfusionen sind
Kurzinfusionen (iberlegen % 16, Die Gesamtdosis (gemessen als AUC) korreliert

deutlich mit der Toxizitdt 8. Mehrere Studien konnten auRerdem eine verdnderte
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Pharmakokinetik bei Patienten mit Organminderleistungen der Leber oder der Nieren

aufzeigen & 29 61,

Patienten mit erhéhtem Serumkreatinin weisen eine reduzierte Clearance fiir gesamtes
und freies Etoposid auf, was auch mit hoherer Toxizitdat korreliert (gemessen am
Leukozytennadir). Dabei korrelierte der Leukozytennadir besser mit der AUC des freien
Etoposids. Bei Patienten mit Albuminwerten unter 35 g/L wurde keine Veranderung der
totalen Clearance festgestellt. Jedoch war die Clearance des ungebundenen Etoposids

vermindert, was zu héheren freien Etoposidfraktionen und Toxizititen fihrte 1.

Die Etoposidclearance ist flr Bilirubinspiegeln unter wie iber 1 mg/dL nicht verandert.
Allerdings konnten bei erhdéhten Bilirubinwerten hohere freie Fraktionen gemessen
werden, die mit verstirkten Effekten einhergingen !'°. Es konnte auRerdem ein
Zusammenhang zwischen Uberlebensfraktion der Leukozyten und Steady-State-
Spiegeln gezeigt werden (r = - 0,89) °. Durch ein Monitoring des Leukozytennadirs und
der Etoposidspiegel und Anpassung der Dosis in spateren Zyklen kdnnen signifikant
héhere Gesamtdosen bei gleicher Toxizitit erreicht werden 1°%. Ebenfalls korreliert die
Dauer der Etoposidplasmaspiegel Uber 1 mg/L gut mit der Entwicklung einer
Neutropenie (r> = 0,77) 8. Zuletzt finden sich bei erhéhten Bilirubin- und erniedrigten

Albuminspiegeln gréRere Effekte einer festen Etoposiddosis ©°.

Daher wurde eine allgemeine Empfehlung zur Dosisreduktion bei Niereninsuffizienz
gegeben ?°. Eine Dosisreduktion bei Leberfunktionsstérungen wurde als nicht zwingend

erforderlich betrachtet & 2°.

Bei Erwachsenen mit kleinzelligem Lungenkarzinom konnte eine Beziehung zwischen
der Zeit Uber einem Mindestplasmaspiegeln und der Toxizitdit bzw. dem
Tumoransprechen gezeigt werden 2°. Fiir Kinder konnte ein Zusammenhang zwischen
Zeit Uber einem Plasmaspiegel von > 1 pg/ml und Neutropenie belegt werden (siehe

Review: Groninger 2004 44).
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1.3.1.3 Dosierungsproblematik von Etoposid

Etoposid weist eine relativ geringe intraindividuelle Variabilitdt auf, die interindividuelle
Variabilitat ist aber wie in Kapital 1.3 beschrieben groRer. Mit Verteilungskoeffizienten
von Clearance und Verteilungsvolumen im Mittel von mehr als 30% und einem VK der
AUC von ca. 45% ist das Einhalten von Zielspiegeln nicht einfach 8 °2, Mehrere Autoren

diskutierten daher bereits den Bedarf eines therapeutischen Drugmonitoring 192,

Etoposid wird allgemein anhand der Kérperoberflache (KOF) dosiert. In der Praxis sind
dabei Dosierungen zwischen 50 mg/m? KOF und 1750 mg/m? KOF gebrauchlich. Bei
Sauglingen greift man in der klinischen Praxis oft zu einer Dosierung nach
Korpergewicht (KG). Es besteht allerdings keine klare Korrelation zwischen der
Etoposidclearance und einem Parameter, der zur Dosisberechnung herangezogen wird.
So konnten Ratain et al. keine Korrelation zwischen Etoposidclearance und Dosis bei
der Dosierung nach Korperoberflaiche nachweisen und stellten somit eine einheitliche
Etoposiddosis ohne Berlicksichtigung der Korperoberfliche bei Erwachsenen zur
Diskussion, falls kein Drugmonitoring erfolgen kénne 101, Bennett et al. gelangen in
einer Phase-I-Studie nur der Nachweis einer signifikanten Abhangigkeit der

Plasmaclearance vom Alter 10,

Mehrere Studien zur Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Etoposid
dokumentierten Korrelationen zwischen pharmakokinetischen Parametern wie Steady-
State-Plasmakonzentration (Css) oder AUC und pharmakodynamischen GréRBen wie
Response und Toxizitat 2> 61 66 8 Um innerhalb von Studienregimen ermittelte und
untersuchte Serumkonzentrationen bei jedem Patienten zu erreichen bedarf es einer
entsprechend genauen Methode der Dosisfindung. Eine Pharmakotherapie bleibt
aufgrund der groRen interindividuellen Varianz ungenau, die bis jetzt durch kein logisch

begriindetes Dosierungsregime oder Surrogatparameter verkleinert werden konnte.
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1.3.2 Cisplatin

Bei Cisplatin handelt es sich um ein instabiles Molekil mit einem zentralen Platin-
Atom, welches durch zwei Chloridionen sowie zwei Aminfunktionen komplexiert wird.
Nur 10% werden proteingebunden transportiert, die ungebundene Fraktion ist
zytotoxisch. Uber organische Kationentransporter (human organic cation transporter 2,
hOCT2) reichert es sich besonders im Nierengewebe an, woraus sich die
dosislimitierende Nephrotoxizitat erklart 23. Weiterhin wird es verstarkt in Leber und
Darm aufgenommen. Neurotoxizitdt tritt ebenfalls auf. Die instabile Verbindung
reagiert sowohl mit niedermolekularen Substanzen wie Gluthation, Methionin oder
Cystein als auch mit Albumin und Nukleotiden, wo sie zu Quervernetzungen der DNS-
Strange zwischen zwei Guaninbasen fiihrt %8, Es konnte gezeigt werden, dass das
Ausmald intrazellularer Reaktionen mit Organellen stark mit der beobachteten
Nephrotoxizitdt korreliert 4°. Dosislimitierend sind die kumulative renale Toxizitat,
Ubelkeit und Erbrechen sowie Ototoxizitit. Es kann zu anaphylaxie-dhnlichen
Reaktionen kommen 2. Der Hauptort der renalen Schidigung ist der proximale
Tubulus. Die gefundenen histologischen Veranderungen reichten von fokalem
Zilienverlust des proximalen Tubulus Gber Zellschwellungen bis hin zu Nekrosen und
anschlieender Regeneration mit dilatiertem Tubuluslumen. Dieses Muster der
Zellschadigung dhnelt somit dem Muster experimenteller Modelle zur Untersuchung

einer ischamisch induzierten tubuldren Nekrose 8.

Hamilton beschrieb 1989 einen Abfall der GFR von 132 ml/min auf 107 ml/min, also
um im Mittel 19% wahrend des BEP-Schemas (Bleomycin 3*30mg, Etoposid 120
mg/m?%d tber drei Tage, Cisplatin 20 mg/m?%d tber funf Tage, drei Zyklen). Im sp&teren

Follow-up sank die GFR sogar um 21% zum Ausgangswert ohne Anzeichen fir Erholung

47

Benoehr konnte zeigen, dass bereits nach einmaliger Gabe von 50 mg/m? Cisplatin
(zusammen mit Etoposid (500 mg/m?), Ifosfamid (4 g/m?) und Epirubicin (50 mg/m?))
die GFR nach funf Tagen um im Schnitt 21% (11 - 31%) gefallen war 1.
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Meijer beschrieb weiterhin einen Abfall des renalen Plasmaflusses (RPF). Die Patienten
erhielten 20 mg/m?%d Cisplatin Uber jeweils vier Stunden an fiunf aufeinander
folgenden Tagen. Es wurden je drei bis vier Zyklen durchgefiihrt. Nach der
Induktionstherapie sowie sechs Wochen danach zeigten sich Veranderungen des
renalen Plasmaflusses (als 3'I-Hippuran gemessen) sowie der GFR (}2°I-lothalamat) von
jeweils 23%. Da keine Mikroalbuminurie beobachtet wurde und die Filtrationsfraktion

(FF) erhdht war, wurde eine vaskuldre Komponente als Ursache postuliert 8.

Eine hierauf folgende Studie von Offermann et al. beschrieb einen Abfall des effektiven
renales Plasmaflusses (eRPF) wahrend einer vierstiindigen Cisplatininfusion von im
Mittel 15,5% (n=10) nach bereits drei bis flinf Stunden. Dabei nahm die GFR initial nur
um 1,7% ab (+8,8% bis -13%). Somit konnte gezeigt werden, dass es unter
Cisplatintherapie zu einer akuten Erhdhung des vaskuldren Widerstandes kommt %4,
Mehrere Studien fanden weitere Anhaltspunkte fiir eine vasomotorische Wirkung von
Cisplatin. Vermehrt beobachtet wurden unter anderem koronare Verschlusskrankheit

und das Raynaud-Phdnomen %,

Kakihara konnte eine signifikante Abnahme der tubuldaren Sekretion
(Paraaminohippurat-Clearance) bei 73% der kindlichen Patienten (n = 30) nach
verschiedenen Polychemotherapieregimen feststellen. Diese Reduktion konnte nicht

allein auf eine verminderte Nierendurchblutung zuriickgefihrt werden ©°.

Der effektive RPF, gemessen als PAH-Exkretion, ldsst Rlickschlisse auf die tubuladre
Sekretion zu. Fir PAH (Paraaminohippurat) konnte eindeutig gezeigt werden, das MRP2

an seiner Exkretion zu groRen Teilen beteiligt ist 7.

1.3.3 Vindesin

Vindesin, welches an Tag 1 jedes N5-Blockes verabreicht wurde, sowie Vincristin, Teil
jedes N6-Blockes, gehdren zur Familie der Vinca-Alkaloide. Diese Mitosespindelgifte
wirken Uber die Bindung an Tubulin und zerstoren dieses, wodurch die Zelle in der

Metaphase der Mitose verbleibt und eine Teilung unterbrochen wird. Nebenwirkungen
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umfassen zu allererst Neurotoxizitdt und gastrointestinale Beschwerden, weiterhin
kann es zu Leberfunktionsstérungen und Erhohungen von Leberenzymen kommen.
Vindesin und Vincristin erreichen die hochsten Konzentrationen in Leber, Gallenblase
und Milz; Fettgewebe oder ZNS werden nur unzureichend penetriert. Die
Metabolisation findet hauptsachlich Gber CYP3A4 statt, ohne dass es zu
Enzyminduktion oder Enzymhemmung kommt. Unter Koadministration von CYP3A4-
Hemmern muss verstarkt auf Nebenwirkungen der Vincaalkaloide geachtet werden.
Beide werden hauptsachlich Gber die Leber in die Galle ausgeschieden. Nur etwa ein
Zwolftel der Elimination findet renal statt, 80% der Dosis kann im Fazes

wiedergefunden werden 2°,
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1.4 Polychemotherapie des N6-Block

Der mit dem N5-Block abwechselnd verabreichte N6-Block enthéalt Vincristin,
Doxorubicin (Adriamycin), Ifosfamid und Dacarbazin. Therapiert wurden ebenfalls
Patienten jenseits des sechsten Lebensmonats in gutem Allgemeinzustand ohne
Anzeichen fir signifikante Infektionen oder Toxizitdten wie z.B. Leukopenie. Aufgrund
der Ifosfamiddauerinfusion durfte die Kreatininclearance nicht dauerhaft erniedrigt
sein (< 70 ml/min) und keine abnormen Natrium-, Kalium- oder
Phosphatausscheidungen vorliegen. Bei ungeniigendem Leukozytennadir konnte die
Ifosfamiddosis im nachfolgenden N6-Block um 20% gesteigert werden, bei
Knochenmarktoxizitdit wurde die Ifosfamiddosis im ersten Schritt um ein Drittel
gesenkt, im zweiten Schritt wurde zusatzlich Dacarbazin ersatzlos gestrichen.

Abbildung 7 zeigt die verabreichten Dosen, Infusionsdauern und Zeitpunkte der Gabe.

| | VCR 1,5mg/m2xd  d1+8(1h)
| | | | | DTIC 200mg/mexd d1-5(1h)
_ IFO 1,5g/m2xd d1-5(120h)
i1 ADR 30mg/imexd  d6+7 (4h)
\ \ Parallelinfusion 31/m?xd d1-7
| | &csFsc.  sugkgxd ab d 9 taglich bis
(nur bei HR) > 10/nl Leukozyten

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Therapieverlaufes des N6-Blockes (VCR: Vincristin; DTIC:
Dacarbazin; IFO: Ifosfamid; ADR: Adriamycin/Doxorubicin; G-CSF: Granulocyte-Colony-Stimulating-

Factor; HR: Hochrisikogruppe) 2

1.4.1 Dacarbazin

Dacarbazin ist ein strukturelles Analogon zu 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid, einem
Zwischenschritt der Purinsynthese. Als Missmatch-Nucleotid hemmt es die DNS-, RNS-
und Proteinsynthese. AuBerdem besitzt es gewisse Alkylantieneigenschaften und

induziert Einzelstrangbriche. Der genaue Wirkmechanismus konnte noch nicht geklart
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werden. Es zeigt keine nennenswerte Proteinbindung (0-5%) und wird hauptsachlich in
der Leber metabolisiert und iiber die Galle sowie renal ausgeschieden. Neben Ubelkeit
und Erbrechen kann es zu Myelotoxizitdt und Leberschaden mit ALT/AST-Erhohung

kommen.

1.4.2 Ifosfamid

Ifosfamid, eine Stickstoff-Lost-Verbindung, gehoért wie Cyclophosphamid zu den
Alkylantien. Sein aktiver Metaboliten 4-Hydroxyifosfamid entsteht durch CYP3A-
abhangige Oxidierung in der Leber. Es wirkt phasenunspezifisch Gber Alkylierung von
DNS- und RNS-Molekiilen und fihren so zu einer starken Myelodepression. Im Blut
wird es zu einem Funftel an Albumin gebunden transportiert. Die in der Leber
entstehenden aktiven und inaktiven Metabolite werden renal ausgeschieden und
kdnnen zu Tubulusschaden sowie einer hamorrhagischen Zystitis fihren. Eine parallele
Infusion von Mesna kann die Metaboliten in der Blase neutralisieren, die renale
Schadigung wird hierdurch jedoch nicht verhindert. Der tubuldre Schaden kann klinisch

stumm bleiben, potentiell aber bis zum Fanconi-Syndrom reichen 2.

Stohr untersuchte 593 pddiatrische Sarkompatienten auf tubuldre Schadigung unter
Ifosfamidtherapie. Dabei zeigten nur 0,4% der Patienten eine Tubulopathie bei
Gesamtdosen unter 24 g/m?, flir Dosen zwischen 24 und 60 g/m? fand sich diese bei

6,5% der Patienten 120,

1.4.3 Doxorubicin

Doxorubicin, auch Adriamycin genannt, interkaliert mit der DNS und blockiert so die
Matrizenfunktion. Weiterhin wirkt es als Topoisomerase-ll-Inhibitor. AuRerdem
entstehen freie Radikale sowie Mitochondrien- und Membranschaden, die zu Wirkung
und Toxizitat beitragen (nach Review: Speth 1988 1!7). Es zeigt kardiotoxische
Nebenwirkungen von  Herzrhythmusstorungen bis hin  zu irreversiblen
Kardiomyopathien. Ca. 75% werden ungebunden transportiert. Doxorubicin wird in

einen hydrophilen Hauptmetaboliten Doxorubinol sowie zwei schlecht wasserlésliche
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Metaboliten umgewandelt. Daran sind vorrangig die Aldoketoreduktase sowie CYP2D6
beteiligt. Doxorubicin und seine Metaboliten werden primar Uber die Galle
ausgeschieden. Etwa 5% werden renal eliminiert, es zeigt sich keine Nephrotoxizitat.

Doxorubicin kann die CYP2D6-Aktivitdt kompetitiv hemmen 129,

1.4.4 Vincristin

Siehe 1.3.3 (Vindesin)
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1.5 Entwicklungsphysiologie im Kindesalter

Pharmakokinetik und -dynamik einer Substanz sind immer von individuellen
EinflussgroBen abhdngig. Eine dem Korper zugefiihrte Substanz muss zuerst absorbiert
werden, entweder gastrointestinal, Uber Schleimhdute, die Haut oder nach
intramuskularer oder subkutaner Injektion. Nach der Absorption gelangt die Substanz
ins Blut, per Diffusion oder aktiv, wodurch sie weiter transportiert und in verschiedene
Gewebe verteilt wird, wieder passiv oder aktiv. In den entsprechenden Effektorzellen
erzeugt es dann seine Wirkung, toxische Effekte und Nebenwirkungen entstehen auch
in anderen Geweben. Der Stoff wird durch verschiedene Prozesse aus dem Koérper
ausgeschieden, insgesamt wird dies als Clearance bezeichnet, hier dominieren fiir die
allermeisten Substanzen renale Exkretion, passiv und/oder aktiv, sowie hepatische
Metabolisation und Exkretion. Bei jedem dieser Schritte haben neben Anderem

Gewebezusammensetzung und Transporterausstattung grofRen Einfluss.

Im kindlichen Korper zeigen sich wahrend ihrer Entwicklung aufgrund der
physiologischen Reifungsprozesse groRe Verdanderungen der Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik. Wesentliche Rollen spielen dabei die Entwicklung und Maturation
der Organe mit begleitender Verdnderung von Aufbau und Perfusion sowie die sich

andernde Organleistung und Enzymausstattung.

Entsprechend ist eine Pharmakotherapie im Kindesalter diffiziler als bei Erwachsenen
(nach Review: Kearns et al. ), da je nach Alter des Kindes ein unterschiedliches
pharmakokinetisches Verhalten einer Substanz vorliegen kann. Die physiologischen
Verinderungen und damit einhergehenden Anderungen der kindlichen
Pharmakokinetik werden im Folgenden genauer erlautert. Besonders in den ersten

Lebenswochen und Lebensmonaten bestehen deutliche Unterschiede.

Nach ICH-Kriterien werden Kinder und Jugendliche in folgende Alterskategorien

eingeteilt (siehe Tabelle 5) *°.
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ICH-Begriff Deutsch Alter

preterm newborn neonates Friihgeborene Gestationsalter < 36 SSW

term newborn infants Neugeborene 0-27 Tage postpartal

infants and toddlers Sauglinge/Kleinkinder 28 Tage bis 23 Monate

children Kinder 2 bis 11 Jahre

adolescents Jugendliche 12 bis 16-18 (je nach Region) Jahre
adults Erwachsene > 18 Jahre

Tabelle 5: Definition der Altersgruppen nach ICH, Clinical Investigation of Medicinal Products in the

Pediatric Population, E11 %°

1.5.1 Absorption

Jedes nicht intravends applizierte Therapeutikum muss chemische, physikalische,
mechanische sowie biologische Hiirden Gberwinden, um absorbiert zu werden und in
die Blutbahn zu gelangen. Entwicklungsabhdngige Veranderungen des respiratorischen

und gastrointestinalen Traktes sowie der Haut haben somit Einfluss auf die Absorption.

Die meisten verabreichten Medikamente erhalten Kinder oral, der pH-Wert von Magen
und Darm hat dabei groRen Einfluss auf die Stabilitdt und lonisation des Stoffes. Durch
den hohen intragastralen pH-Wert beim Neugeborenen kommt es bei schwachen
Sauren zu verminderter, bei sadurelabilen schwachen Basen zu groRerer
Bioverfligbarkeit. Auch die Unausgereiftheit des bilidren Systems kann bei lipophilen

Substanzen zu verminderter Aufnahme fiihren (nach Review: Kearns et al. ).

Da die Absorptionsrate stark davon abhangt, wie lange sich der Stoff an der
Darmmukosa aufhalt, haben Magenentleerung und Darmperistaltik ebenfalls einen
groRen Einfluss. In der frihen Kindheit reifen die intestinalen Motorneurone weiter
heran und die Frequenz, Amplitude und Dauer der Kontraktionen nehmen zu.
Gastrointestinale Entwicklung und zellulare Differenzierung geschehen mehrheitlich in
der ersten Halfte der Schwangerschaft, so dass zum Zeitpunkt der Geburt die

Darmmubkosa histologisch bereits ausgereift ist (nach Review: Kearns et al. ).
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Die gastrointestinale Durchblutung dndert sich aber noch stark innerhalb der ersten 3
Lebenswochen. Ferner konnte anhand von renal ausgeschiedenen Digoxinmetaboliten,
welche im Darm durch bakterielle Zersetzung entstehen, die altersabhangige

Entwicklung der Darmflora gezeigt werden (nach Review: Kearns et al. ©9).

Auch die perkutane Aufnahme unterscheidet sich wahrend der Entwicklung von der
des Erwachsenen. Ein diinneres Stratum corneum sowie eine starker durchblutete und
hydratisierte Epidermis lassen héhere systemische Plasmakonzentrationen bei kutaner
Applikation von Arzneistoffen zu. AuBerdem ist die Relation von Kdérperoberflache zu
Korpermasse bei Kindern weitaus grofRer als bei Erwachsenen, besonders innerhalb des
ersten Lebensjahres (siehe Abbildung 8). Daher muss von einer grofReren absorptiven
Fahigkeit der kindlichen Haut ausgegangen werden, was zu toxischen Effekten durch

erhdhte systemische Plasmaspiegel fiihren kann (nach Review: Kearns et al. ©°).
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Abbildung 8: graphische Darstellung der Entwicklung von Kérperoberfliche zu Kérpergewicht gegen
das Alter, KOF berechnet nach Mosteller °® anhand von Daten amerikanischer Jungen zwischen 0 und

20 Jahren (jeweils 50te Perzentile), entnommen aus Datentabellen der CDC 2°

Der muskuloskeletale Blutfluss ist bei Kindern zwar erniedrigt, allerdings zeigt der
kindliche Muskel eine bessere Kapillarisierung, was im Allgemeinen zu hdoheren
Absorptionsraten intramuskuldr verabreichter Medikamente fihrt (nach Review:

Kearns et al. ).

Auch bei der intrapulmonalen Applikation zur Lokaltherapie werden systemische

Expositionen erwirkt. So zeigt sich nach steroidaler Inhalationstherapie eine messbare
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Cortisolsuppression. Entwicklungsphysiologische Unterschiede der Respirationsrate,
Vitalkapazitat oder Mikrozirkulation haben wesentlichen Einfluss auf die Aufnahme

pulmonal applizierter Substanzen (nach Review: Kearns et al. ).

Die rektale Gabe von Medikamenten birgt den Vorteil, den enterohepatischen Kreislauf
zu umgehen. Allerdings zeigen Kleinkinder eine hohere Frequenz von pulsatilen
Kontraktionen des Enddarms als Erwachsene, was zu verminderter Absorption durch
friihzeitige Ausscheidung fithren kann (nach Review: Kearns et al. ®°). Anderson et al.
fanden bei 20 Kindern starke Schwankungen der Absorptions- und Eliminationszeiten
von 0,01 - 1,01 h und 0,07 - 2,65 h mit Standardabweichungen von 79,7 % bzw. 92,4 %

bei der rektalen Gabe von Paracetamol 4.

1.5.2 Distribution

Altersabhangige Veranderungen der Korperzusammensetzung haben Einfluss auf die
physiologischen Rdume, in denen sich eine Substanz verteilen kann. Neugeborene
haben, im Vergleich zu alteren Kindern einen relativ héheren Anteil an extrazelluldarem
und totalem Kérperwasser sowie eine veranderte Fettzusammensetzung. Daher kommt
es bei korpergewichtsbezogenen Dosierungen von hydrophilen im Vergleich zu
hydrophoben Substanzen zu niedrigeren Plasmaspiegeln, da fir sie das
Verteilungsvolumen verhaltnismaRig grofler ist. Fir lipophile Substanzen lasst sich

allerdings kein klarer Zusammenhang zeigen (nach Review: Kearns et al. ).

Veranderungen in der Quantitdt und der Bindungskapazitit der Plasmaproteine,
vorrangig Albumin und a-1-Glykoprotein, haben Einfluss auf die Verteilung stark
proteingebundener Substanzen. Aufgrund von niedrigeren a-1-Glykoprotein-
Konzentrationen im neonatalen Plasma lassen sich hohere freie Fraktionen von
basischen Arzneistoffen finden. Ferner weist fetales Albumin qualitativ andere
Bindungseigenschaften auf, die allerdings schwer zu quantifizieren sind. Hohe
Konzentrationen von endogenen Substanzen wie Bilirubin oder freien Fettsduren, die
proteingebunden transportiert werden missen, kdnnen eine Verdrangung des

Medikaments aus der Bindungsstelle bewirken. Weitere Verdanderungen bei
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Entwicklung oder Krankheit wie Variabilititen im  Sdure-Basen-Haushalt,
Herzminutenvolumen, Organperfusion oder Membranpermeabilitait konnen die

Bindung und Distribution einer Substanz beeinflussen (nach Review: Kearns et al. ¢°).

Ein GrofRteil der Verteilung erfolgt durch passive Diffusion, einen kleineren Beitrag
leisten aktive Transporter. Bei P-Glykoprotein (auch MDR1) handelt es sich um einen
Effluxtranporter, der in der Blut-Hirn-Schranke, in Hepatozyten, Tubulusepithelzellen
und Enterozyten von entscheidender Bedeutung ist. Studien konnten eine geringere P-
gp Dichte bei bereits gleichem Verteilungsmuster bei Neugeborenen finden, was mit
hoheren intrazerebralen Phenobarbitalspiegeln (P-gp-Substrat) bei Frihgeborenen

korrelierte (nach Review: Kearns et al. ).

1.5.3 Metabolisierung

Die hepatische Metabolisierung unterliegt in der kindlichen Entwicklung groRen
Veranderungen. Diese Veranderungen der Biotransformation sind Anlass fiir die
Schaffung altersbezogener Dosierungsschemata fur haufig benutzte Medikamente in
der Padiatrie. Die jeweiligen Entwicklungsmuster sind zum Teil fir spezifische Phase-I-

und Phase-lI-Enzyme bekannt (nach Review: Kearns et al. ).
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Abbildung 9: Entwicklung von CYP3A4, CYP2A2, CYP2D6 und UGT2B7 vom Neugeborenen bis zum Kind

im Vergleich zur Aktivitit bei Erwachsenen, nach Kearns et al. 2003 (Review) &
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Die Expression der Cytochrom P-450 Enzyme, hauptsdchliche Reprdsentanten der
Phase-I-Enzyme, andert sich wahrend der Entwicklung gravierend. CYP3A7, die
Hauptisoform in der fetalen Leber, erreicht die hochste Aktivitat kurz nach der Geburt
in der ersten Lebenswoche. Seine Aktivitdt sinkt nach drei Monaten rapide auf ein
Finftel ab. Bereits nach den ersten Lebensstunden ist eine beginnende CYP2E1-
Aktivitdt messbar. CYP2D6 (siehe Abbildung 9) folgt ebenfalls innerhalb von Stunden
nach Geburt. CYP3A4 (siehe Abbildung 9) und CYP2C9/19 erscheinen in der ersten

Lebenswoche, CYP1A2 erscheint nach einem bis drei Monaten.

Die Entwicklung der Clearance von Midazolam, einem Substrat von CYP3A4 und
CYP3A5, steigt von anfanglich 1,2 auf 9 mL/min/kg KG in den ersten drei
Lebensmonaten. Die Carbamazepin-Clearance, auch hauptsachlich Gber CYP3A4
verstoffwechselt, ist bei Kindern groRer als bei Erwachsenen. CYP2C9 und CYP2C19
sind hauptsachlich verantwortlich fir die Verstoffwechselung von Phenytoin. Die
Halbwertszeit ist bei Frihgeborenen verldngert (75 h), bei Neugeborenen sinkt sie auf
etwa 20 Stunden in der ersten Lebenswoche, nach zwei Wochen auf 8 Stunden (nach

Review: Kearns et al. ).

Es konnen noch weitere Beispiele fir altersabhdngige Expressionsmuster gefunden
werden, teils mit geschlechtsspezifischen Unterschieden. So gleicht sich die
Demethylierungsrate von Koffein bei Madchen den Werten Erwachsener an, sobald sie
das Tanner-Stadium 2 erreicht haben. Bei Jungen geschieht dies erst ab Tanner-Stadium

4 bis 5 (nach Review: Kearns et al. ).

Bei den Phase-llI-Enzymen finden sich dhnliche Entwicklungsmuster. Die Isoformen der
Uridin-Diphosphat-Glucuronosyltranferasen (UGT) zeigen individuelle Profile. Die
Glucuronidierung von Morphin kann ab der 24. Woche p.c. nachgewiesen werden und
vervierfacht sich zwischen der 24. und 40. postkonzeptionellen Woche (nach Review:
Kearns et al. ). Onishi et al. konnten zeigen, dass sich der Abbau von Bilirubin via UGT
erst innerhalb der ersten drei Lebensmonate entwickelt. Bei Geburt verfligt das

Neugeborene noch liber eine UGT-Aktivitat von unter einem Prozent verglichen mit der
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eines Erwachsenen, an dessen Werte sich bis zum dritten Lebensmonat jedoch
angeglichen wird °>. UGT1A1 und UGT2B7 erreichen adulte Aktivitatslevel nach drei
Monaten. UGT1A6 und UGT1A9 koénnen bis zu zehn Jahre bendtigen, um
entsprechende Aktivitdten zu entwickeln. Obwohl noch nicht genau belegt, wird im
Allgemeinen davon ausgegangen, dass Enzyme bei Kindern induzierbarer sind als bei

Erwachsenen (siehe Review: Yokoi 2009 1%8).

1.5.4 Renale Funktion

Die Reifung der Nierenfunktion beginnt bereits mit der Organogenese und ist in der
friihen Kindheit abgeschlossen. Der Prozess der glomeruldren Filtration beginnt etwa in
der neunten bis zwdlften postkonzeptionellen Woche, eine normale Nephrogenese
vorausgesetzt. Intrauterin steigt die glomerulare Filtrationsrate (GFR) proportional zum
Nierengewicht, direkt nach der Geburt ist allerdings ein sprunghafter Anstieg zu
verzeichnen. Es folgen postnatale Verdanderungen des extra- und intrarenalen
Blutflusses. Die GFR nimmt mit der weiteren Entwicklung zu, bezogen auf die
Korperoberfliche werden adulte Werte bereits nach etwa 1 bis 2 Jahren erreicht.
Analog dazu erreicht die tubuldre Sekretion pro Korperoberfliche die Kapazitdt

Erwachsener nach etwa einem Jahr (nach Review: Kearns et al. ).

Entwicklungsspezifische Veranderungen der Nierenfunktion haben grolRen Einfluss auf
die Pharmakokinetik von renal ausgeschiedenen Substanzen. Daher werden
alterabhangige Dosierungsschemata bendtigt, wobei jedoch mogliche aktive
Metabolite bericksichtigt werden miissen. So kann beispielsweise die Gabe von
Aminoglykosiden zu toxischen Plasmakonzentrationen fiihren. Da die renale
Aminoglykosidexkretion noch nicht vollstandig entwickelt ist, muss das
Dosierungsintervall bei Frihgeborenen verlangert werden, um bei mehrtagiger
antibiotischer Therapie eine Akkumulation zu vermeiden. Auch konnte gezeigt werden,
dass bei pranataler Verabreichung von Indometacin an die Mutter signifikant niedrigere
glomerulare Filtrationsraten des Neugeborenen am dritten postpartalen Tag messbar
waren. Wurden parallel Betamethason und Indometacin verabreicht, war dies nicht zu

beobachten. Bei primar renal ausgeschiedenen Substanzen muss auf eine
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altersabhangig individualisierte Therapie geachtet werden (nach Review: Kearns et al.

69)'

1.5.5 Pharmakodynamik

Obwohl allgemein anerkannt ist, dass wahrend der kindlichen Entwicklung veranderte
Aktionen von und Reaktionen auf Medikamente vorliegen, gibt es bisher wenig
Informationen zum Einfluss der Ontogenie auf die Interaktionen zwischen Substanz und
Rezeptor und deren Konsequenzen. Daten einiger Studien unterstiitzen die Existenz
altersabhdngiger Unterschiede in der Interaktion zwischen Substanz und Rezeptor
sowie in der Relation zwischen Plasmaspiegel und pharmakologischem Effekt.
Demnach fehlt bei Frihgeborenen (< 32 SSW) aufgrund der altersabhangigen
Expression der Motilin-Rezeptoren eine prokinetische Wirkung von Erythromycin (nach

Review: Kearns et al. ).

Fir die Kardiotoxizitat nach Antrazyklintherapie besteht ein klarer Zusammenhang
zwischen der Dosis und dem Risiko, eine Kardiomyopathie zu entwickeln. Es lassen sich
jedoch keine genauen Schwellendosen ableiten, unter denen sich eine Kardiotoxizitat
vermeiden lieRe. In einem Ubersichtsartikel fasste Kremer 2002 76 zusammen, dass sich
bereits bei einigen Patienten unter Therapie mit 300 mg/m? Korperoberflache
Doxorubicin toxische Zeichen zeigen, andere Patienten tolerieren Dosen bis 1000
mg/m? ohne entsprechende Herzbeteiligungen. Mehrere Studien mit multivariaten
Analysen konnten teils ein jingeres Alter wie auch ein alteres Alter bei Beginn der
Therapie als Risikofaktor fiir die Entstehung einer subklinischen Kardiotoxizitdt und
einer Herzinsuffizienz identifizieren (nach Review: Kremer 2002 ’®). Die Studienlage ist

hier noch nicht eindeutig.
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1.6 Medikamentdse Therapie im Kindesalter

Da es sich bei Kindern eben nicht um kleine Erwachsene handelt, sind adaptierte
Behandlungsregime notwendig (nach Review: Kearns et al. %). Gewicht,
Zusammensetzung und Funktion des Korpers dandern sich wahrend der Kindheit
drastisch. Daher muss eine Arzneimitteltherapie klar mit Ricksicht auf die

altersabhdngigen Verdanderungen in Pharmakokinetik und -dynamik erfolgen.

Nicht alle Medikamente, die heutzutage auf padiatrischen Stationen eingesetzt
werden, sind auch fir die entsprechende Therapie zugelassen. So waren in Japan laut
einer Untersuchung von Yokoi et al. 2009 nur 15,6% der verschriebenen und 24,3% der
injizierten Medikamente mit Dosierungsrichtlinien fiir Kinder ausgestattet. Viele
Medikamente trugen die Warnung, dass die Indikation bei Kindern noch nicht

untersucht wurde (siehe Review: Yokoi 2009 1%8),

Die EMA (European Medicines Agency) gab 2004 eine Untersuchung zu unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen (UAW) bei Kindern in Auftrag. Laut dieser wurden 35% der
Arzneimittel in Europa ,off-label” oder unlizenziert verabreicht. Dabei kam es in 6% der
Fille zu UAW, bei lizenzierten Medikamenten nur in 3,9% der Fille 3°. Horen et al.
fanden ein 3,4-fach erhohtes Risiko fir die Entstehung unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen bei Kindern bei einer ,off-label“-Therapie im Vergleich zum

beilagenkonformen Gerbrauch 3% 7.

Die 2009 im Deutschen Arzteblatt verdffentlichte Untersuchung ,Medikamenten-
Verordnungsanalyse fiir Deutschland” konnte zeigen, dass inzwischen 87% der
Medikamente im ambulanten padiatrischen Bereich zulassungskonform verordnet
werden. Allerdings war bei 18% aller untersuchten Wirkstoffe kein klarer
Zulassungsstatus fiir Kinder eruierbar. Bei Neugeborenen erfolgten nur 42% der

Verordnungen zulassungskonform.
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Allgemein waren die Fachinformationen der Medikamente oft mangelhaft. Der Begriff
,Kinder” wurde oft nicht dem Altersgruppenmodell der EMA und FDA (food and drug

administration) entsprechend verwendet (siehe Tabelle 5) 92

1.6.1 Dosierungsregime

Bei jeder medikamentdsen Therapie ist es wichtig, ausreichende Plasmaspiegel zu
erreichen, um den gewtlinschten Effekt im menschlichen Korper zu erzielen. Dies ist oft
nicht moglich, ohne weitere unerwiinschte Arzneimittelwirkungen hervorzurufen. Da
oft ein verbessertes Ansprechen des Tumors mit hoheren Zytostatikakonzentrationen
korreliert, bewegen sich gerade in der Onkologie die Zielkonzentrationen knapp unter
der maximal tolerierbaren Dosis (MTD). Die anvisierten Serumspiegel moglichst genau
zu erreichen, ist daher fiir Therapieerfolg einerseits und Nebenwirkungsminimierung

andererseits von immenser Bedeutung.

Aufgrund der zuvor beschriebenen Veranderungen der kindlichen Physiologie ergibt
sich in der Padiatrie ein sehr heterogenes Patientenkollektiv. Dieses reicht vom
Friihgeborenen mit weniger als 3 kg Korpergewicht und etwa 40 cm Korperldange bis
zum jugendlichen adipdsen Diabetespatienten mit 90 kg und 1,70 m Korpergrofie.
Hinzu kommen altersabhangige Verdnderungen der ADME-Prozesse und somit der
Pharmakokinetik. Auch die Pharmakodynamik kann sich wie bereits erwahnt bei
Kindern von der Pharmakodynamik Erwachsener unterscheiden. Dies fuhrt zu
Dosierungsempfehlungen fiir Kinder, die stark von denen Erwachsener abweichen. Wo
bei Erwachsenen oft fixe Dosen geniigend therapeutische Sicherheit und Effektivitat
liefern, bedarf es bei Kindern einer angepassten Dosierung nach KorpergroRe, Gewicht,
Korperoberflache oder anderen Surrogatparameter, die ausreichend exakt die kindliche

Entwicklung widerspiegeln.

In den 50er Jahren wurde der Surrogatparameter Kérperoberflache in die allgemeine
Pharmakologie und die Dosierungsberechnung von Medikamenten eingefiihrt. Dies
griindete auf dem Wissen, dass bestimmte physiologische Parameter wie glomerulare

Filtrationsrate, Sauerstoffverbrauch oder Blutvolumen mit der Korperoberflache
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besser korrelierten als mit Kérpergewicht oder Kérperldnge (nach Pinkel et al. %7).
Dieser Gedanke bildete die Grundlage fir eine Dosierung in Relation zur

Kérperoberflache 2797,

Die meisten aktuellen Dosierungsempfehlungen fir Kinder beziehen sich auf
Erwachsenendosierungen und berlcksichtigen, falls bekannt, ontogenetische
Veranderungen und ihren Einfluss auf die Disposition eines Pharmakons. Laut Review
von Kearns et al. ist es aufgrund von Wissenslliicken oft noétig auf einfache
Dosierungsregime auszuweichen ©°. Bei manchen Substanzen fir dltere Kinder (ab acht
bis zehn Jahren) ist es ndherungsweise moglich, auf Dosierungsschemata Erwachsener
zuriickgreifen und diese allometrisch zu skalieren, da sich die Organfunktionen und
Korperzusammensetzung der des Erwachsenen immer weiter angleichen. Oft muss
dennoch eine passende Ndherung gefunden werden, um die Erwachsenendosis an den
kindlichen Korper anzupassen. Dabei hat es sich laut Kearns et al. fir viele
Medikamente bewahrt, die kindliche Dosis im Verhaltnis zur Korperoberflache oder
zum Korpergewicht von der Erwachsenendosis abzuleiten, je nach bekanntem
Verteilungsvolumen des Pharmakons. Diesen Ndherungen ist nur zu folgen, solange
keine veranderte Clearance beim Kind zu erwarten ist. In diesem Falle miusste
moglicherweise das Dosierungsintervall angepasst werden, um eine Akkumulation oder
ein Abfall unter gewollte Spiegel zu verhindern. Oft werden folgende Gleichungen

herangezogen (nach Kearns et al. 2003 ).

. KOF,, ,(m?
e Wenn das Verteilungsvolumen < 0,3 L/kg: Dosis,,,, = %(:%)XDOSZ'SEWCWM
,713m
KG,.
e Wenn das Verteilungsvolumen > 0,3 L/kg: Dosis,,,; = %XDOM‘S&WMWW
g

In der frithen Kindheit sind jedoch Distribution, Verstoffwechselung und Exkretion noch
zu uneinheitlich und unterscheiden sich teilweise stark von den Vorgidngen
erwachsener Patienten. Eine einfache Umrechnung fliihrt somit nicht zur gewilinschten

Sicherheit und Effektivitdt. Vielmehr muss in diesen Altersgruppen pharmakospezifisch
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nach Ndherungen gesucht werden, oft bei unzureichender Studienlage. So bleibt
zumeist keine andere Moglichkeit, als wieder Uber Surrogatparameter wie
KérpergroRe, Korpergewicht, Korperoberfliche, Clearance oder Ahnlichem die
entsprechende kindliche Dosis von der Erwachsenendosis abzuleiten (nach Review:

Kearns et al. ).

Mithilfe der ontogenetischen Allometrie wird versucht, Wachstum und Entwicklung
anhand von leicht erfassbaren GroRen wie Alter und Gewicht abzuleiten, um so
Rickschlisse vom adulten auf den kindlichen Koérper zu ermdoglichen. Nach einem
Review von B.J. Anderson und N.H.G. Holford (2008) lasst sich mithilfe allometrischer
Berechnungen eine genauere Beschreibung der erwarteten Clearance in Kindern und
Erwachsenen erreichen. Der hierbei verwendete Exponent von 0,75 fiir das Gewicht
zur Clearanceberechnung wird durch eine Vielzahl von Untersuchungen aus der
Biologie unterstitzt 3. Solche Berechnungswege zur Dosisfindung werden in Zukunft

moglicherweise auch Eingang in die klinische Praxis finden.
1.6.2 Korperoberflache

Das Konzept der Dosierung nach Korperoberflache wurde urspriinglich entwickelt, um
auf eine sichere Dosis flir Phase-I-Studien aus toxikologischen Tierdaten zu schlieRen
(siehe Review: Sawyer 2001 1°8). Pinkel et al. belegten 1958 den rationellen
Hintergrund des klinischen Gebrauchs der Kérperoberfliche als BezugsgroRe ¥.
Mehrere Formeln zur Bestimmung der Korperoberflache wurden bis heute entwickelt.

Die folgende Aufzihlung gibt einen Uberblick, ohne auf Vollstindigkeit zu bestehen.

Die Formel von DuBois und DuBois wurde anhand von nur neun Patienten entwickelt,
darunter lediglich ein Kind 34 Sie zeigt eine systemische Unterschitzung der
Korperoberfliche unter 0,7 m?, was fir ein kleinkindliches Patientenkollektiv zu

beriicksichtigen ist °2.

e DuBois und DuBois (1916) 3*: BSA(cm?) = H(cm)™"> x BW (kg)*** x 71,84
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1935 untersuchten Boyd et al. eine Kohorte von 1114 Patienten und entwickelten zwei
Formeln. Dabei zeigte die komplexere Formel mit den zwei Variablen GréRe und
Gewicht eine kaum bessere Anpassung an die Daten als ein reiner Bezug auf das

Gewicht 16,

e Boyd (1935) %6: BSA(cm?) = 4,688 x BW (g)**!e5-01o¥loe B e)

Gehan und George fanden 1970 dagegen eine Tendenz der Formel nach Dubois im
Vergleich zur Formel nach Boyd, die Kérperoberflache zu lberschatzen. Sie werteten
Daten von 401 Patienten der Untersuchung von Boyd aus, wobei die Formel von DuBois
und DuBois den Ausgangspunkt fir die neue Formel darstellte. Dabei zeigten sich
besonders starke  Abweichungen zwischen erwarteter und gemessener

Korperoberfliache bei Kindern unter 6,8 kg 3.

e Gehan und George (1970) 3: BSA(m?) = 0,0235 x H (cm)***** x BW (kg)"*'**°

Mosteller et al. veroffentlichten 1987 eine vereinfachte Formel, die auf Gehan und
George aufbaut. Sie machten keine Angaben, wie die Formel entwickelt wurde oder

inwieweit sie fiir Kinder zutreffend ist °°.

BW (kg)x H (cm)
3600

e Mosteller (1987) %°: BSA(m?) :\/

Sharkey et al. griffen auf 146 Patienten mit Kérpergewichten zwischen 11 und 86 kg des
Datensatzes von Boyd zurtick. Kinder unter 10 kg wurden ausgeschlossen, da bei ihnen
valide Messungen fiir die KorpergroRRe nicht moéglich waren. Auch kachektische und
Ubergewichtige Kinder wurden nicht eingeschlossen. Nach Vergleich der Formeln von
Mosteller und DuBois mit der boydschen Formel stellte sich die vereinfachte Form von

Mosteller als die mit den geringeren Abweichungen zu der von Boyd heraus 13,

Ahn et al. verglichen die Formeln nach DuBois, Boyd, Mosteller und Meban (Meban et
al. 1983 8), wobei letztere an Neugeborenen entwickelt wurde 1. Sie zeigten, dass die
Formel nach Mosteller dhnlich gut die Korperoberflichen von Neugeborenen

vorhersagte wie die an Gleichaltrigen entwickelte Formel nach Meban. Hingegen zeigte
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die Formel nach Boyd Uberschitzungen, die Formel nach DuBois Unterschitzungen der

Korperoberflache.

Bis heute wird zur Bestimmung der Korperoberflache in der Padiatrie am haufigsten die
Formel nach Mosteller eingesetzt. Sie liefert verlassliche Ergebnisse und weist eine
simple Formelstruktur auf, die im klinischen Alltag wenig fehleranfallig ist. Allerdings
sollte das Ergebnis bei besonders untergewichtigen wie ibergewichtigen Patienten mit
entsprechender Zuriickhaltung verwendet werden ®. Wiirthwein et al. untersuchten
2011 den Einfluss der oben aufgezdhlten Formeln zu KOF-Berechnung. Es zeigten sich
nur minimale Unterschiede der Ergebnisse (mittlerer prozentualer Fehler [mean
percentage error] < 2%) ?’. Eine Studie mit 3D-Scanner-Messung der Kérperoberfliche
kam zu dem Ergebnis, dass die Formel nach Mosteller gut mit den gemessenen KOF
korrelierte (weniger als 2% Abweichung) 3% Im weiteren Verlauf werden daher alle

Kalkulationen der Kérperoberflache mit dieser Formel durchgefiihrt.

1.6.3 Korpergewicht

Eine Dosierung nach Korpergewicht hat ihren festen Stellenwert in der Therapie von
Neugeborenen und Kleinkindern. Dabei wird ndherungsweise ein linearer
Zusammenhang zwischen Korpergewicht und bendtigter Dosis angenommen.
Ausgehend von einem 30 kg schweren Individuum mit 1 m? KOF werden die Dosen pro
m? KOF auf entsprechende Dosen pro kg Kérpergewicht umgerechnet. Das Verhiltnis
der Korperoberflache zum Korpergewicht fallt bei jlingeren Kindern grofRer aus als bei
dlteren Kindern und Erwachsenen (siehe Abbildung 8, berechnet nach Daten der CDC
20). Dies muss bei der Dosisberechnung fiir Kleinkinder beriicksichtigt werden. Wiirden
zwei Formel zur Dosisberechnung - begriindet einmal auf der KOF, einmal auf dem KG -
bei einem zweijahrigen Kind zur selben Dosis fiihren, so wiirde die KOF-basierte Formel
bei Kindern unter einem Lebensjahr zu einer deutlich héheren Dosis fiihren. Bei
Neugeborenen wird daher die korpergewichtsbasierte Dosierung bevorzugt, die
gewonnene Therapiesicherheit geht dabei aber moglicherweise auf Kosten der

Effektivitat. Nach dem ersten Lebensjahr wird die Berechnung nach KOF favorisiert.
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1.6.4 Korpergewichtsbezogene Dosierung im NB-97-Regime

70 160
[-T+] -1+
E 60 E 140
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& 30 i
g g €0
E 20 E 20 1 = Dosis 100mg/m?
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Abbildung 10: graphische Darstellung der errechneten theoretischen Etoposiddosierung nach Alter,
verwendete KOF und KG zur Berechnung entsprechen den 50. Perzentilen der CDC-Growth-Charts fiir
Jungen %, links wurde zur besseren Anschaulichkeit der zutreffende Altersbereich des NB-97-Regimes

vergroBert, in dem Etoposid nach KG dosiert wird (0,5-1 Jahr)

Die Sauglingsdosierung wird im NB-97-Regime nach mg/kg KG berechnet, bezieht sich
aber urspriinglich auf eine Dosierung von 125 mg/m? wie im alten NB-90-Regime.
Umgerechnet wurde dieses anhand eines 30kg schweren Kindes mit 1m? KOF, wie
zuvor beschrieben (125 mg/m? x 1 m? / 30 kg = 4,17 mg/kg). Die so berechneten
Dosierungen werden in Abbildung 10 gegeneinander aufgetragen. Sduglinge erhalten
demnach im NB-97-Regime weniger Etoposid im Falle einer Dosierung nach KG, als
wenn ihre Dosis nach dem bereits reduzierten Dosierungsschema nach KOF (100

mg/m? statt 125 mg/m?) berechnet werden wiirde.

Decius konnte in ihrer Untersuchung der NB-97-Kohorte allerdings zeigen, das diese
nach kg KG dosierten Kinder sowie alle Kinder unter einem Lebensjahr eher héhere
Etoposidspiegel aufwiesen als der Rest der untersuchten Patienten. Die betrachtete
Patientenzahl war aber klein (< 1 J: n=7; nach mg/kg KG dosiert: n=9; siehe Dissertation

|.K. Decius 30).
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1.7 Physiologiebasierte Pharmakokinetik (PBPK)

Physiologiebasierte pharmakokinetische Modelle und Simulationen werden immer
haufiger in der Arzneimittelforschung und -entwicklung eingesetzt. Edginton et al.
konnten einen stetigen Anstieg der Publikationen in diesem Bereich aufzeigen ¥. Ziel
ist es, die Pharmakokinetik von moglichen Kandidaten schon wahrend der Entwicklung
analysieren, interpretieren und vorhersagen zu koénnen. Ein Charakteristikum von
PBPK-Modellen ist ihre Art, das Verhalten von Stoffen in verschiedenen Geweben und
FlUssigkeiten mechanistisch zu beschreiben. Ausgehend von einem mathematischen
Modell werden physikalische und physiologische Vorgidnge beschrieben, die eine
Simulation des pharmakokinetischen Verhaltens einer Substanz erlauben. Einen

Uberblick gibt Abbildung 11.

INPUT PBPK Model

Solubility Permeability
PK: Prot. binding
log P Intrinsic CL

VENOUS

OUTPUT

iv |
po ‘ L Adip

Ue [ iherTissues - i

ARTERIAL

v

Concentration

Time

Abbildung 11: Allgemeine Modellstruktur eines PBPK-Modells (entnommen aus Liipfert et al. ?)

Die Modellstruktur ermoglicht es, bereits erste Schliisse ohne klinisch-experimentelle
Daten zu ziehen. Dies stellt den groBten Unterschied zu einer
populationspharmakinetischen Modellierung wie z.B. NONMEM® dar [non linear mixed
effect model], wo Parameter von Messungen abgeleitet werden, die erst durch
klinische Studien bestimmt werden missen. Lange Zeit war der physiologiebasierte
Ansatz aufgrund des enormen Datenbedarfs zur Erzeugung des Modells nicht

durchfiihrbar 2 73,
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Die Modellstruktur versucht den Koérperaufbau nachzubilden. Hierflir wird der Kérper
in physiologisch relevante Kammern unterteilt, welche die wichtigsten Organe
widerspiegeln. In diesen Kammern wird dann die Verteilung des Pharmakons durch
Massenbilanzgleichungen beschrieben (siehe Review: Theil 2003 1?2). Grundlegende
passive Prozesse, die das Verhalten eines Stoffes in einem Organ bestimmen, sind
Massentransport durch Blutfluss, Permeation vom Blutplasma in den paravaskuldren
Raum und Verteilung zwischen Extrazellular- und Intrazellularraum. Dabei bestehen
grolRe Unterschiede in der Ausfihrlichkeit der Beschreibung. Um die physikalischen
Prozesse fir die Verteilung in die Gewebe darzustellen, werden grundsatzlich zwei
verschiedene  Konzepte  unterschieden: Die  blutflusslimitierte und die

permeationslimitierte Verteilung °.

Im Fall der Blutflusslimitierung wird angenommen, dass sich eine Substanz
augenblicklich zwischen Plasma und Gewebe verteilt. Daher ist die zeitliche Verteilung
einer Substanz nur vom Massentransport durch den Blutfluss abhangig. Das alternative
Modell der Permeationslimitierung geht von einer Barriere zwischen Blut und
Organgewebe aus, wobei die zeitliche Verteilung eines Stoffes wvon der

Ubertrittsgeschwindigkeit abhingt.

Das Modell verwendet zwei Arten von Input-Parametern: physiologische Parameter wie
Blutfluss, Organvolumen, Organgewicht oder Gewebezusammensetzung sowie
substanzspezifische Variablen wie Molekulargewicht, ungebundener Anteil im Blut,
pKa-Werte oder so genannte Gewebepartitionskoeffizienten (tissue-partition-
coefficients). Letztere beschreiben die Arzneimittelverteilung zwischen Plasma und
Gewebe im steady-state 7. Poulin und Thiel entwickelten eine Methode, bei der a
priori unter Berlcksichtigung der zugrunde liegenden Physiologie sowie der
physikochemischen Substanzeigenschaften die fehlenden Koeffizienten abgeschatzt
werden kdnnen. Die Grundidee dabei ist, nur die wichtigsten Gewebsbestandteile zu
betrachten — wie Wasser, Fette, Phospholipide, Makromolekiille — und die
Arzneistoffverteilung als Ergebnis der Verteilung in jede einzelne Gewebekomponente

aufzufassen 7392,
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Zur Darstellung des gesamten Korpers werden alle Massenbilanzen in ein System aus
voneinander abhédngigen Differentialgleichungen integriert. Dieses System von
zeitabhangigen Gleichungen wird dann nacheinander geldst, so dass einzelne

Organkonzentrationskurven und Plasmakonzentrationskurven erzeugt werden.

1.7.1 PK-Sim®

Fir diese Arbeit wird das Programm PK-Sim® der Firma Bayer Technology Services
(Bayer AG) in der Version 4.2.2 verwendet. Bei PK-Sim® handelt es sich um eine
Simulationssoftware zur Beschreibung von ADME-Prozessen in Sdugetieren. Dieses
Programm bietet ein leicht verstandliches Interface, mit dem anspruchsvolle
physiologiebasierte Simulationen vollzogen werden kbnnen, ohne auf der

mathematischen Ebene das Modell modifizieren zu mussen.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der PK-Sim®-Modellstruktur mit dem Blutfluss

ARTERIAL BLOOD POOL

entsprechenden Verteilungswegen (Abbildung entnommen aus PK-Sim® User Manual Version 4.2 °)

Das PK-Sim® Modell besteht aus 17 einzelnen Kompartimenten, die jeweils Organe
oder Gewebe reprasentieren und im Hinblick auf ihre physiologischen Aufgaben durch

linearen Austausch miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 12). Dabei werden
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orale Absorption, systemische Distribution sowie Elimination abgebildet. Um die
Substanzverteilung im Korper zu simulieren, ist jedes Organ oder Gewebe mit dem
arteriellen und vendsen Blutpool verbunden. Jedes Kompartiment besteht weiterhin
aus drei oder mehr Subkompartimenten — Blutkdrperchen, Plasma, Interstitium und
Gewebe - zwischen denen aktive oder permeationslimitierte Verteilungen ablaufen
kdnnen. Als aktive Transporte lassen sich einwérts- und auswartsgerichtete Transporter
einfigen. In jeder Zelle kdnnen Metabolisierungswege erzeugt werden. Als
Inputparameter bendtigt PK-Sim® substanzspezifische Werte wie Molekiilgewicht,
Lipophilie und Bindungskonstante sowie Clearanceparameter, entweder die
Plasmaclearance oder intrinsische Clearances je Organ, diese kdnnen aus in vivo- oder
in vitro-Studien stammen. Es konnen renale und hepatische Plasmaclearances
angegeben oder aktive und passive Prozesse in die entsprechenden Organe (=
Kompartimente) integriert werden, welche dann in intrinsische Clearances pro Gramm
Organgewebe umgerechnet werden. PK-Sim® schatzt dann die Modellparameter
aufgrund der physikochemischen Eigenschaften der Substanz und der

Gewebezusammensetzung aus Wasser, Fett und Proteinen ab °.

PK-Sim® verfligt Uber eine hinterlegte Datenbank, in der die alters-, rassen- und
geschlechtsabhangige Verteilungen von KorpergroRe, -gewicht und BMI (body mass
index) hinterlegt sind. Die Daten entstammen der NHANES Ill Studie, in welcher
Messwerte von (iber 33.000 Individuen ab dem zweiten Lebensjahr zwischen 1988 und
1994 in den Vereinigten Staaten von Amerika gesammelt wurden 2! Fir die
Generierung der PK-Sim®-internen Datenbank wurden die Daten in zwolf
Altersgruppen gepoolt und deren Mittelwerte mithilfe von kubischen hermiteschen
Splines zu einer Gesamtfunktion verbunden, die somit durch die jeweiligen Mittelwerte
verlduft und deren Tangenten so gewihlt sind, dass sich ein weicher Ubergang ergibt.
Werte zu OrgangroRen und — gewichten entstammen den ICRP-Jahresberichten (/ICRP -
international commission on radiological protection) '?3. Vereinfacht wurde die
Gewebedichte auf 1 kg/L festgelegt, um Volumenangaben direkt in Gewebegewichte

umformen zu konnen. Zusatzlich wurden aus der Literatur Informationen Uber die

interindividuelle Variabilitdt von Organgewichten und Blutflussraten entnommen 12>,
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1.7.2 Generierung eines virtuellen Individuums

Zur Generierung eines virtuellen Individuums (im Weiteren mit VI abgekiirzt) bendtigt
PK-Sim® feste Eingabeparameter fiir Alter, Rasse, Geschlecht, sowie zwei Werte fir
Gewicht (KGziel), GroBe (Hzie) oder BMlzie, woraus der jeweils fehlende dritte Wert

berechnet wird.

PK-Sim® kann dann auf die aus festgelegtem Alter, Geschlecht und Rasse definierte
Verteilung der letzten drei Werte (BMI, GroRe, Gewicht) zurlickgreifen. Bei der
Generierung wird zuerst ein ,,mittleres” VI (mVI) erzeugt. Dieses mVI besitzt die fiir das
gegebene Geschlecht, Alter und Rasse mittlere GroRe (Hmean), Gewicht (KGmean) und
BMImean. Im nachsten Schritt wird ein VI mit der zuvor festgelegten GroBe (Hziei)

erzeugt, welches ein Gewicht (KGintermedizr) entsprechend von BMImean und Hziel besitzt.

Die Ziel-Organgewichte werden mithilfe einer allometrischen Skalierung anhand des
Verhiltnisses von Hmean Und Hziel errechnet (genaue Formel siehe Willmann et al. 2007
125). Dies gilt nicht fur Gehirn-, Haut- und Fettmasse. Das Gehirngewicht wird als
konstant fir eine Alter und Geschlecht angenommen. Die Masse des Hautgewebes
wird anhand des Korpergewichtes (KGziel Zu KGintermediar) allometrisch skaliert, da das
Organgewicht der Haut mit der Korperoberfliche und diese starker mit dem
Korpergewicht als der KorpergroRe korreliert. Das Fettgewebe ist dann die Differenz

zwischen KGzie;und der Summe aller bereits berechneten Organgewichte.

Diese Herangehensweise unterstellt, dass ein hoher BMI immer mit einer hohen
Fettmasse zusammenhangt. Fiir Individuen mit hohem Muskelanteil wie Athleten oder
Bodybuildern miissen spater manuelle Anderungen im Modell vorgenommen werden.
Bei untergewichtigen Patienten kann es vorkommen, dass das angegebene Gewicht
aufgrund starker Abmagerung so niedrig ist, das die durchschnittlichen OrgangréRen
des simulierten Patienten bereits ohne Zugabe von Fettmasse ein hoéheres Gewicht
erreichen. Folglich kann PK-Sim® den Patienten nicht Modellieren, ohne dass das

Gewicht manuell erhoht wird °.
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Im nachsten Schritt wird die mittlere kardiale Auswurfleistung anhand der KérpergréRe
skaliert, die jeweiligen Organblutflussraten werden anhand ihrer fixen prozentualen

Anteile am Gesamtblutfluss berechnet.

Dieser beschriebene Algorithmus ist in PK-Sim® mit dem ,create individual“-Modul
verknipft. Nach Eingabe der Zielwerte (Alter Geschlecht, Rasse, GroRRe, Gewicht, BMI)
werden die korrespondierenden Organgewichte und Blutflussraten automatisch

berechnet (siehe Willmann et al. 2007 1%).

Zur bessern Verstandlichkeit wird im Folgenden von Patienten gesprochen, wenn die
tatsachlichen menschlichen Individuen der Neuroblastomstudie gemeint sind. Der
Term ,virtuelles Individuum (VI)“ wird ab jetzt fur jeden simulierten Patienten stehen,

bei mehreren simulierten Patientin wird die Abklrzung ,VIs“ genutzt.

1.7.3 Populationspharmakokinetik im PK-POP-Modul von PK-Sim®

Das PK-POP-Modul ist eine Erweiterung zu PK-Sim®. Ziel ist es, das pharmakokinetische
Verhalten eines Stoffes in einer physiologisch diversifizierten Population zu

beschreiben.

Um eine bestimmte Population zu erzeugen, wird der zuvor beschriebene Algorithmus
zur Generierung eines virtuellen Individuums mehrmals durchlaufen. Dazu missen die
Anzahl der zu generierenden VIs angegeben werden sowie Rasse, Geschlecht (als
prozentualer Anteil weiblicher VIs) und Minima und Maxima fur Alter, GroRRe, Gewicht

und/oder BMI (siehe Willmann et al. 2007 1%).

Zuerst wird jedem VI der Population zufallig ein Geschlecht und Alter je nach den
vorgegebenen Verteilungen und Wertebereichen zugeordnet. Dann wird ein
,Mmittleres” VI wie oben beschrieben erzeugt, welchem dann eine zufallige KérpergrolRe
innerhalb des zuvor definierten Bereichs zugeordnet wird. Hmean entspricht dann dem
Mittel der normalen Verteilung aus den Daten der NHANES IIl Studie 2!. Aus Hmean und
BMImean Wird KGintermediar €rrechnet, wonach die Organgewichte bestimmt werden. Hier

wird allerdings jedes Organgewicht noch einmal zufdllig anhand von vordefinierten
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Verteilungen variiert, welche mithilfe der Monte-Carlo Methode erzeugt wurden,
wobei allerdings nur die Variabilitdt bei gleich groRfen Individuen einbezogen wurde.
Die lognormale Verteilung der Muskel- und Fettmasse bewirkt den Hauptanteil der
Verteilung von Gewicht und BMI in einer realistischen Population (siehe Willmann et

al. 2007 125).

Entsprechend dem zuvor beschriebenen Algorithmus zur Generierung eines VI
entspricht die Fettmasse dann der Differenz zwischen zufillig gewahltem
Korpergewicht (aus dem zuvor definierten Bereich) und der Summe aller
Organgewichte. Liegt das so errechnete Gesamtgewicht auBerhalb des realistisch
moglichen Bereichs, wird das bis dahin erzeugte VI verworfen und der Algorithmus

beginnt von neuem.

Die Blutflussraten der einzelnen Organe werden ebenfalls stochastisch variiert. Hier
wurde eine Normalverteilung mit einer Standardabweichung von 5% fir jedes Organ
zugrunde gelegt. Das Herzzeitvolumen ergibt sich dann aus der Summe aller

Organblutflussraten.

Dieser Algorithmus fiihrt jedes Mal zu einer einmaligen Population, selbst unter den
gleichen anthropometrischen Eingabeparametern und Schwankungsbereichen ist die
erzeugte Population nicht reproduzierbar. Bei jedem Generierungslauf kreiert PK-Sim®
eine Population mit unterschiedlicher Verteilung von KorpergrofRe, Korpergewicht und

Koérperzusammensetzungen.

Aullerdem entstehen Schwankungen der Ausscheidungsfunktionen. Die im
Grundmodell eingefligten Informationen Uber die Clearance des Arzneistoffes, die der
Populationssimulation zugrunde liegen, werden in intrinsische Clearance-Werte pro
Gramm Gewebe (je flir Leber und Niere) Uberfiihrt, die von PK-Sim® zur weiteren

Berechnung herangezogen werden.

In der Leber spiegelt die intrinsische Clearance die Aktivitat der flir die Metabolisation

verantwortlichen Enzyme wider, sowohl deren spezifische Affinitdat als auch die
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gesamte Menge der Enzymmasse. Innerhalb einer Population bleibt die Enzymaffinitat
unverdndert, die Enzymausstattung (Gramm Protein pro Gramm Lebergewebe) muss
aber an das entsprechende Organgewicht angepasst werden. Diese Skalierung erfolgt
allometrisch anhand des reinen Lebergewichts (ohne Blutkompartiment) relativ zum
Lebergewicht des der Population zugrunde liegenden virtuellen Individuums.

Entsprechend wird auch die renale Clearance skaliert.

Weiterhin kann innerhalb des PK-POP-Moduls diese Verteilung der intrinsischen
Clearance manuell auf andere statistische Distributionen z.B. normale, lognormale

oder uniforme Verteilungen gedndert werden °.
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Zur Veranschaulichung hier noch einmal das Flow-Chart des PK-Sim®-Manuals:

CREATE POPULATION

Define characteristics of TARGET population
(race, gender, ranges for age, BW H, BMI
and number of individuals)

|

CREATE INDIVIDUAL

Invoked by PK-Pop?

Stochastically choose
gender, age and Define gender, age
height height and weight

[ |
¥

Calculate relative height as the ratio of the
chosen height and the height of a mean
individual

)

Calculate organ weights, fat content etc. as the
tabulated values of a mean individual having
mean height scaled with the relative height and
specific exponents

Invoked by PK-Pop?

Addiremove fat to vield

predefined weight
A A

DONE

no

Stochastically vary organ weights, blood flow
rates, intrinsic clearances according to their
predefined physiological
distributions and variahilities

Individual within
parameter range of TARGET
population?

Mumber
of desired individuals
reached?

Abbildung 13: Darstellung des Algorithmus zu Generierung einer virtuellen Population, nach Willmann

et al. 2007 %5, entnommen aus dem PK-Sim®-Manual Version 4.2

Seite 46



Einleitung - 1.8 Das Etoposidmodell nach G. Kersting

1.8 Das Etoposidmodell nach G. Kersting

Das verwendete Modell zur Simulation von Etoposid in Erwachsenen und Kindern
wurde von Gisela Kersting mithilfe der Software PK-Sim® entwickelt 7°. Der verfolgte
Arbeitsablauf fur die Entwicklung padiatrischer PBPK-Simulationen wurde von Edginton
et al. beschrieben 3¢, Nach Aufbau und Validierung eines Modells fir Erwachsene
wurde es an Kinder angepasst. Dies erfolgte durch Implementierung entsprechender
physiologischer Werte wie KorpergroRe, Gewicht, Blutfluss, Permeabilititen und
Enzymaktivitaten. Die kalkulierten Parameter des Modells wurden anschliefend mit

Literaturdaten abgeglichen.

Zur Entwicklung des Modells wurden Daten von Busse et al. von neun Frauen
herangezogen, die aufgrund eines operablen Mammakarzinoms postoperativ mit vier
Zyklen konventioneller Chemotherapie und einem Hochdosiszyklus mit autologer
Stammzelltransplantation behandelt wurden. Im konventionellen Zyklus erfolgte die
Gabe von 200-300 mg Etoposid pro Tag als 1h-Infusion Uber drei Tage zusammen mit
Cyclophosphamid und Doxorubicin. In der Hochdosistherapie wurde Etoposid von Tag

6-8 mit Dosen von 1000-1300 mg als Monotherapie (iber drei Stunden verabreicht 8.

Im ersten Schritt wurde das pharmakokinetische Profil eines Erwachsenen nach
intravenoser Gabe fir die Hochdosistherapie simuliert. Dabei wurden mittleres Alter,
Grofle und Gewicht der Studienpopulation sowie Enzymkinetiken fiir die Exkretion und
Metabolisierung eingesetzt. Basierend auf den physikochemischen
Substanzeigenschaften von Etoposid erzeugte PK-Sim® hieraus Partitionskoeffizienten

nach den Modell von Rodgers und Roland 103 104,

Fiir CYP3A4, UGT1A1, P-gp und MRP2 (cMOAT) konnten aus der Literatur Werte fir
Michaelis-Menten-Kinetiken entnommen werden, die in das Modell eingingen. So
fanden Kawashiro et al. Km- und Vmax-Werte von 53,9 * 6,6 uM und 249 pmol/min/mg
Protein fiir die Umwandlung von Etoposid in sein Katechol per CYP3A4 in
Lebermikrosomen %8, Watanabe et al. ermittelten Km- und Vmax-Werte von 439,6 uM

und 256 pmol/min/mg Protein fiir die Glucuronidierung via UGT1A1 2%, Unter der
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Annahme von 40 mg mikrosomalen Proteins pro Gramm Lebergewebe ergeben sich
demzufolge Werte von 10240 bzw. 9960 pmol/min/g Gewebe fiir UGT1A1 bzw.
CYP3AA4.

Die biliaren exkretorischen P-gp-Transporter konnten durch Anpassen der
Simulationsergebnisse an die Literaturdaten mit Kn = 255 uM und Vmax = 0,03

umol/min/g Gewebe implementiert werden #°.

Fiir renale P-gp-Transporter (MDR1) sowie cMOAT (MRP2) konnten in der Literatur nur
Km-Werte gefunden werden. Die fehlenden Vmax-Werte wurden durch Vergleiche mit
Werten fir transportervermittelte Permeabilitat (Pc — carrier-mediated permeability) in

gleichen Verhiltnis zueinander an die beobachteten Plasmaspiegel gefittet 7°.

AuBerdem wurde ein hepatischer Influxtransporter mit Km = 500 uM und Vmax = 0,05
umol/min/g Gewebe in das Modell integriert. Dieser Transporter ist allerdings in der
Literatur bisher nicht beschrieben und musste daher an die zugrunde liegenden

Messwerte angepasst werden.

Es folgte ein Abgleich der simulierten Exkretionsfraktionen mit Literaturdaten um die
eingefliigten Transporter- und Enzymkinetiken auf Richtigkeit zu Uberprifen. So
konnten flr die renale Ausscheidung via glomeruldrer Filtration, P-gp und MRP2 sowie
fir die biliare Sekretion von unverdandertem Etoposid vergleichbare Werte zu
vorherigen Publikationen gefunden werden (siehe Reviews: Clark 1987 24, Holthuis
1988 > und Hande 1992 >°). Auch die Entstehung von Katechol- und
Glucoronidmetaboliten von Etoposid wurden vom Modell entsprechend zur Literatur

vorhergesagt (siehe Review: Clark 1987 2%).

Da die Simulation die gemessenen Werte ausreichend wiedergaben, wurden
nachfolgend individuelle Simulationen fiir jeden Patienten durchgefiihrt und anhand

von mittleren und individuellen Konzentrations-Zeit-Kurven validiert.

Im Anschluss wurde das Modell fiir die Simulation von kindlichen Vorgiangen

angepasst. Altersabhdngige physiologische Verdanderungen von KorpergréBe, Gewicht
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und Body-Mass-Index sind wie bereits zuvor erldutert in PK-Sim® hinterlegt. Aus diesen

Werten skaliert das Programm dann weitere Werte wie Blutfluss, Organgrofien,

Kérperzusammensetzung, usw.

Zuletzt wurde das Modell unter Berlicksichtigung der kindlichen Ontogenie mit

entsprechenden Faktoren fiir hepatische wie renale Prozesse angepasst. Tabelle 6 zeigt

die entsprechenden altersbezogenen Faktoren. Die Produkte aus Faktor und Vmax-Wert

der Enzymkinetiken wurden ins Modell Gbernommen.

Age CYP3A4 UGT1A1 P-gp Leber P-gp Niere
Neugeborenes 0,195 0,0200 1 0,1995
1 Tag 0,2 0,0252 1 0,2051
3 Tage 0,21 0,0355 1 0,2166
7 Tage 0,24 0,0561 1 0,2410
14 Tage 0,32 0,0923 1 0,2880
1 Monat 0,50 0,1778 1 0,4166
2 Monate 0,71 0,3378 1 0,6717
3 Monate 0,96 0,5 1 0,8543
6 Monate 1,11 1 1 0,9928
9 Monate 1,24 1 1 0,9997
1-3 Jahre 1,3 1 1 1
5 Jahre 1 1 1 1

Tabelle 6: geschitzte Enzymaktivitit im Vergleich zu adulten Werten 3°
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1.9 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wird mithilfe eines physiologiebasierten pharmakokinetischen Ansatzes
untersucht, in welchem MaRBe verschiedene EinflussgroRen zu Verdanderungen der

erwarteten Plasmaspiegel und AUC von Etoposid in einer kindlichen Kohorte fiihren.

Dazu werden folgende Fragen beleuchtet:

1. Gibt das angepasste Modell die individuellen Werte der Neuroblastomkohorte

wieder?

2. Welchen Einfluss haben physiologische Schwankungen der renalen und

hepatischen Funktion auf die erwartete Pharmakokinetik?

3. Welchen Einfluss haben Verdrdangungen aus der Plasmabindung oder eine

erniedrigte freie Fraktion auf die erwartete Pharmakokinetik?

4. Welchen Einfluss haben unterschiedliche Kérperzusammensetzungen wie auch

Kachexie und Adipositas auf die erwarteten Plasmaspiegel?

5. Konnen die Ergebnisse zuvor beschriebener Dosierungsregime durch das

Modell wiedergegeben werden?

Diese Untersuchungen sollen zu einem besseren Verstindnis der Etoposidtherapie
beitragen und die Diskussion liber eine individuellere Therapie erganzen. Neben einer
einzelnen Beleuchtung der oben genannten Parameter wird ebenso mithilfe der
Populationspharmakokinetik die zu erwartende Streuungsbreite innerhalb einer

Kohorte untersucht.
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2 Methodik

2.1 Patientenauswahl

Bei den berticksichtigten Patienten dieser Modellierung handelt es sich um Kinder, die
im  Rahmen der Neuroblastom-Studienprotokolle einen oder mehrere
etoposidenthaltende Chemotherapieblocke an einer der teilnehmenden Kliniken
erhielten. Der Studie lag ein positives Votum der Ethikkommission zugrunde
(Medizinische Fakultat der Universitat Koln, 30.06.97; siehe Anhang). Vom 06.02.97 bis
zum 16.11.04 wurden insgesamt 214 Proben auf Etoposidspiegel untersucht (siehe I.K.
Decius 2009 39). Zu jeder Probe gehorte ein Probenzettel mit Daten zu Patient und
Therapie, im Folgenden werden die von einem Probenzettel entnommenen Daten
,Datensatz” genannt. Zum Einschluss in die hier durchgefiihrte Modellierung mussten

folgende Daten fir jeden Datensatz nachvollziehbar sein:

e Verblindetes Pseudonym des Patienten zur genauen Zuordnung

e Alter und Geschlecht des Patienten

e Korpergrofle und Korpergewicht. Falls nur Korpergrofle oder Korpergewicht
angegeben waren, so musste die Korperoberflache angegeben sein, um mittels
Formel zur Koérperoberflichenberechnung nach Mosteller *°° den fehlenden

Parameter zu ermitteln

e verabreichte Dosis mit Einheit (mg/m? oder in mg/kg)

e Infusionszeiten oder Angaben, die deren Bestimmung ermdoglichten

Entnahmezeitpunkt und Ergebnis der Probenanalyse

Von den 214 gesammelten und untersuchten Etoposidproben in der Datenbank fand n
sich in allen Datensdtzen ein verblindetes Pseudonym zum Patienten sowie eine
Probennummer. Alter und Geschlecht waren aus jedem Probenzettel ersichtlich.

Aufgrund fehlender Gewichts- und GréRBenangaben konnten 27 Datensdtze nicht
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simuliert werden. Auch die Korperoberfliche war in diesen Fallen nicht auf den

Probenzetteln notiert worden und konnte nicht herangezogen werden.

Aus den verbliebenen Datensatzen konnte bei 15 keine sichere Angabe zur Dosierung
gefunden werden. Da fiir die Modellierung nur Datensatze von Patienten in Frage
kamen, die am Standardtherapiearm des NB-97-Regimes teilgenommen hatten,
mussten weitere 39 Datensdtze ausgeschlossen werden, da hier nach einem

Hochdosis-Regime dosiert worden war.

Zwei Messungen vor dem Start der Infusion (t = 0, Ceo = 0 mg/L) wurden

ausgeschlossen, da sie flir die weitere Betrachtung irrelevant waren.

Vier Datensatze waren jeweils doppelt unter verschiedenen Probennummern
registriert worden. Somit verblieben 127 Messwerte zur Simulation (siehe Flowchart in

Abbildung 14).

antropometrische Dosierung
Gesamtproben Alteznvgrzrﬁr;den Daten ausreichend ”?:iki‘;)m
(n=214) ) (n = 187)
nur Gewicht oder
Alter unbekannt GrolRe oder KOF
(n=0) bekannt
(n=27)
Dosierung
dokumentiert
(n=172)
Doppelte
Datensétze
n=4)
Vollstandige Datensétze ) .
(n=127) : : Zloshl) Stanczgrt:dggg)regm -
(n=39)

Abbildung 14: Flowchart zum Probeneinschluss

Kreatinin-, Bilirubin-, GPT- und Harnstoffspiegel wurden zusatzlich erfasst, falls
Messungen erfolgt waren. Das somit eingeschlossene Kollektiv wird im Ergebnisteil

naher beschrieben.
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2.2 Modellanpassungen

Das von Kersting et al. entwickelte PK-Sim®-Modell zur Simulation von Etoposid im
kindlichen Korper musste nun entsprechend der pharmakokinetischen Einflisse

anderer Medikamente des Neuroblastomprotokolls angepasst werden.

2.2.1 Vindesin und Vincristin

Vindesin wird am ersten Tag des N5-Blocks parallel mit Etoposid verabreicht, Vincristin
ist Bestandteil des N6-Blocks. Obwohl Etoposid und Vindesin (wie auch Vincristin) Gber
CYP3A4 metabolisiert werden, liegt laut Micromedex 2.0 keine Interaktion vor. Die zu
erwartenden intrazelluldren Konzentrationen sind zu niedrig, um eine signifikante

Hemmung von CYP3A4 auszuldsen 112,

Baumhakel et al. untersuchten den inhibitorischen Effekt verschiedener Zytostatika auf
CYP3A4. Dabei zeigten Vinblastin und Vincristin eine entsprechende Hemmung der
Enzymaktivitat. Laut Baumhdkel et al. werden fiir eine Inhibition von CYP3A4
ausreichende Vincristin-Plasmaspiegel in Chemotherapie-Regimen allerdings nicht

erreicht é.

Kawashiro et al. konnten dies belegen; die Hemmung der Etoposidmetabolisation unter
Hinzugabe von Vincristin wurde untersucht. Bei 10 uM Vincristin senkte sich die

Reaktionsgeschwindigkeit auf etwa 70%, bei 100 uM auf etwa 40% ©2.

Die therapeutisch erreichten Serumspiegel bei Gabe von 3 mg/m? Vincristin liegen
allerdings im nanomolaren Bereich 12, also mindestens um den Faktor 100 geringer.

Daher ist hier nicht von einer relevanten Hemmung auszugehen.

Dies alles konnte jedoch nur fiir Vincristin gezeigt werden, nicht aber fiir Vindesin,
welches an Tag 1 des N6-Blocks zusammen mit Etoposid verabreicht wird. Fiir Vindesin
liegt hierzu keine Publikation vor, aufgrund der Ahnlichkeit zu Vincristin erfolgte hier im

Modell allerdings keine Anpassung.
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2.2.2 Cisplatin

Da die bereits in der Einleitung erwdhnten Studien von Hamilton %, Meijer & und
Kakihara ©° jeweils die Langzeitverdnderungen nach Abschluss mehrerer Zyklen einer
Polychemotherapie aufzeigen, konnten die gefundenen Verminderungen der GFR (19 -
21% bzw. 23%) und des RPF (23% bzw. 27%) nicht eins zu eins ins Modell Gbernommen
werden, sondern dienten nur der Orientierung. Die von Offermann beschriebene akute
Veranderung des eRPF (-15,5%) und der GFR (-1,7%) innerhalb der ersten sechs
Stunden wurde somit zur Grundlage genommen, den renalen Blutfluss im Modell um
20% zu minimieren, da im weiteren Verlauf der 96-stiindigen Infusion auch mit einer
zunehmenden Anndherung an den zuvor erwahnten Wertebereich zu erwarten war. In
den Studiendaten konnten keine Messwerte gefunden werden, die Riickschliisse auf
ein mogliches Schadigungsmuster der Niere je Patient zulieBen, um hier einer

Individualisierung naher zu kommen.

Die im Modell implementierte GFR wurde ebenfalls orientierend angepasst und
entsprechend der Untersuchung von Benoehr et al. um 15% gesenkt, da auch hier von
einer im Verlauf zunehmenden Funktionsstorung auszugehen war, die gemittelt

wiedergegeben werden musste.

Initial wurde Uberlegt, zur Berechnung der individuellen GFR auf eine Berechnung der
Kreatininclearance oder auf eine allometrische Berechnung nach Hayton et al.
zuriickzugreifen. Es waren nur fur 84 von 127 Messpunkten Kreatininspiegel auf den
Probezetteln zu eruieren, welche zu 44 der 65 Simulationen gehorten. Von diesen 84
Messwerten lagen nur sechs Uber den altersentsprechenden Referenzbereichen. Nach
einer Untersuchung von Pierrat et al. fliihrt eine Kalkulation der GFR mithilfe der
Cockcroft-Gault-, MDRD- oder Schwartz-Formel 26 78 110 fiir Kinder unter zwolf Jahren
nicht zu einem zufrieden stellenden Ergebnis °°. Fiir Kinder Gber zwélf Jahren lagen mit
der Cockcroft-Gault-Formel 95% der abgeschatzten Filtrationsraten in einem sehr

breiten Bereich von x40 mL/min/1,73 m? Kérperoberflache.
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Eine testweise Implementierung der Kreatininclearance nach den Formeln von
Schwartz et al. 1 und Cockcroft-Gault ¢ in 10 Simulationen fiihrte zu gréReren
individuellen Abweichungen der Simulationsergebnisse von den Messwerten, als durch
eine Berechnung der durchschnittlichen GFR eines Patienten nach der Formel von
Hayton et al. Auch Wairthwein et al. fanden in ihrer Untersuchung starke
Abweichungen der Formelergebnisse untereinander sowie einen grofRen Einfluss von
Messungenauigkeiten des Kreatininwerts 2. Daher wurde hier auf eine weitere

Individualisierung der Simulationen verzichtet.

Die individuellen Werte wurden der Formel nach Hayton et al. >3 entsprechend dem
Alter und Gewicht angepasst berechnet (siehe unten). Auch PK-Sim® errechnet die

altersbezogene GFR im Scaling-Modul nach dieser Formel.

GFR(ml/min) = weight(kg)" % % (2, 6 % e~ 0082 +agelmonth) 1 g 14 4 (1 — g~00822rage(month) )

Die Transporterkinetiken der hier implementierten renalen Enzyme MRP2 und P-gp

wurden nicht verandert.
2.2.3 Ifosfamid

Im NB-97-Protokoll erhalten die Patienten zwei oder drei N6-Blocke mit jeweils 1,5
g/m?%d Ifosfamid an funf aufeinander folgenden Tagen. Die kumulative Dosis erreicht
somit bis zu 22,5 g/m? (3 Blécke). Entsprechend der zuvor erwdhnten Untersuchung
von Stohr et al. an 593 padiatrischen Sarkompatienten ist somit nur in einem dulRerst
geringen Anteil mit einer Tubulopathie zu rechnen (0,4% der Patienten bei einer
Gesamtdosis < 24 g/m?)!20, Unter ifosfamidhaltiger Therapie zeigen sich zwar in bis zu
90% der Falle subklinische Veranderungen renaler Parameter, die klinische Signifikanz
ist aber fraglich '2°. Da durch keinen der erhobenen Messwerte zu eruieren war,
welcher Patient potentiell eine Tubulopathie erlitten haben kénnte, wurde hier auf eine
Anpassung im Modell verzichtet. Eine potentielle kompetitive Hemmung der
Leberenzyme war hier irrelevant, da Ifosfamid nicht zeitgleich mit Etoposid verabreicht

wurde.
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2.2.4 Doxorubicin

Die Enzym- und Transporterkinetiken von Doxorubicin wurden nicht angepasst, da es
als Bestandteil des N6-Blocks nur zeitversetzt zu Etoposid verabreicht wurde. Laut
Micromedex bestehen keine bekannten Interaktionen, beide Medikamente werden in

Polychemotherapien auch zusammen eingesetzt.

2.2.5 Dacarbazin

Eine Enzymhemmung oder Induktion der implementierten Transporter wurde nicht

beschrieben 12°, daher erfolgte auch hier keine Anpassung des Modells.

2.2.6 Anpassungen unabhingig von der Polychemotherapie

Der Vmax-Wert des bilidgren P-gp-Exporters wurde auf 15 nmol/min/g Gewebe halbiert,
um die in der Literatur beschriebenen Exkretionsfraktionen zu erreichen. Das von
Kersting beschriebene Modell erzeugte bilidre Exkretionsfraktionen von etwa 15-17%
70,70 die eher Uber den in der Literatur beschriebenen Werten von unter 2% bis 16%
lagen. Arbuck fand bei zwei Patienten mit vollstandiger bilidrer Drainage eine
prozentuale Etoposidausscheidung Uber die Galle von 6% und < 2%, bei einem
Patienten allerdings von 16% °. Weitere Autoren setzen die bilidre Exkretion bei unter
10% an 7°. Durch die beschriebene Halbierung konnte die Fraktion auf ca. 8% gesenkt

werden.
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2.3 Individuelle Simulationen

Die 127 Datensdtze wurden nach Patienten geordnet, die Datensadtze eines jeden
Patienten weitergehend nach Zyklen sortiert. Fir jeden Patienten wurden aus den
Angaben fir Alter, Gr6Be und Gewicht der Datensatze die Mittelwerte berechnet, falls
Daten aus mehreren Zyklen vorlagen individuell fir jeden Zyklus. Insgesamt ergaben
sich so 65 Simulationen (= Zyklen) fiir 38 Patienten, je mit Alter, GroBe und Gewicht als

Eingabeparameter fir PK-Sim®.

PK-Sim® bendétigte weiterhin wie in der Einleitung erldutert stoffspezifische Werte, die
das Pharmakon beschreiben. Unter ,Compound Data” wurde die bereits von G.
Kersting verwendeten Parameter fir Fettloslichkeit (Log P von 0,9) und

Molekulargewicht (589 g/mol) eingegeben 7°.

Als weiterer Parameter wurde die freie Fraktion benoétigt. Es zeigte sich eine Korrelation
der gemessenen freien Fraktion mit den Etoposidmesswerten der Patientenkohorte
(Pearson Korrelations-Koeffizient r = -0,283, p = 0,004). Zur Berlicksichtigung dieser
Tatsache wurde die individuelle freie Fraktion somit in jedes VI-Modell implementiert.
Falls das ungebundene Etoposid nicht bestimmt worden war, galt die mittlere freie
Etoposidfraktion der Kohorte von 4,56% (Median, Gesamtbereich zwischen 2,18% -
10,53%). Insgesamt war dies in 10 der 65 Simulationen notwendig. Waren Messwerte
flir ungebundenes Etoposid vorhanden, so wurde die gemittelte freie Fraktion pro
Patient und Zyklus berechnet. Die Berechnung der freien Fraktion als prozentualer

Anteil des gesamten Etoposids erfolgte nach folgender Formel:

freie Fraktion (%) = 100 x Etoposidspiegelungebunden (Mg/L) / Etoposidspiegelgesamt (Mg/L)

Im ndchsten Schritt wurde aus den sortierten Daten pro Zyklus und Patient ein VI in PK-
Sim® erzeugt (insgesamt 65). Die Vs sollten dabei den tatsadchlichen Patienten
bestmoglich entsprechen. Hierzu wurde im ,Species -> Selection“-Tap das jeweils
gemitteltes Alter, GroBe und Gewicht eingegeben. Die Rasse wurde auf , European

(ICRP 2002)“ festgelegt, das Geschlecht wurde eingegeben. Danach wurden mit Klick
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auf den ,Apply“-Button die spezifischen Parameter des VI durch PK-Sim® berechnet

und in der Simulation implementiert.

Im ,Species -> Physiology -> Blood Flow”-Tab wurde dann die Nierendurchblutung
entsprechend der im Methodenteil beschriebenen Anpassung an Cisplatin um 20%

gesenkt.

Die Gewebepartitionskoeffizienten wurden durch PK-Sim® entsprechend den Formeln
nach Rodgers and Rowland berechnet 19 104 was entsprechend im ,Distribution ->

Partitioning“~Tab ausgewahlt wurde.

Im Tab ,Distribution -> Active Transport” wurde der von G. Kersting beschriebene
hepatische Influxtransporter mit den entsprechenden Km und Vmac-Werten

implementiert.

Die hepatischen und renalen Transporter wurden im entsprechenden Bereich unter
»Metabolism & Excretion -> Hepatic” bzw. ,... -> Renal” erzeugt. Die implementierte
GFR wurde dabei fiir jeden Patienten und jeden Zyklus nach Hayton individuell
berechnet und wie zuvor erldutert um 15% reduziert. Auch die von G. Kersting
beriicksichtigten Ontogeniefaktoren der hepatischen und renalen Enzyme wurden in
die Berechnung von Vmax einbezogen. Die bilidre Exkretion wurde jedoch halbiert, um

die in der Literatur beschriebenen Exkretionsfraktionen besser wiedergeben zu kénnen.

Als Dosis wurde die auf den Probenzetteln vermerkte Dosis hochgerechnet auf die

Gesamtdosis fir vier Tage als kontinuierliche Dauerinfusion iber 96h eingegeben.

Weitergehende Modifikationen am Modell wurden nicht durchgefiihrt. Alle weiteren

von PK-Sim® generierten Parameter wurden unverandert belassen.
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2.4 Populationspharmakokinetische Simulationen

Der Ablauf sowie die bendétigten Parameter fiir populationspharmakokinetische
Untersuchungen mithilfe des PK-POP-Modulls in PK-Sim® wurde bereits in der

Einleitung besprochen (siehe 1.7.3).

Zur Generierung der Population wurden die Mediane der in diese Studie
eingeschlossenen Patienten der NB-97-Kohorte genutzt. Der Altersbereich der
Population wurde um nur einen Monat variiert (Median 2,39 Jahre), um etwaige
ontogenetische Einflliisse auf ADME-Prozesse moglichst klein zu halten. Daher wurde
das Alter zwischen 2,31 und 2,48 Jahren festgelegt. Die mittlere GrofRe der NB-97-
Kohorte lag nahe der 50. Perzentile, der Schwankungsbereich der Kérpergrofe wurde
zwischen der 25. und 75. Perzentile eines Jungen des medianen Alters festgelegt
(GroRe 87,4 - 92,4 cm). Das Gewicht wurde im Hinblick auf die Population (Median 12,7
kg) zwischen 12,4 und 13,3 kg variiert (25. und 50. Perzentile). Die restlichen Parameter
(Enzym- und Transporterkinetiken, GFR) wurden wie in 2.3 beschrieben angepasst. Als

freie Fraktion wurde der Median der Kohorte genutzt (4,56%).

Innerhalb des PK-POP-Moduls von PK-Sim® konnte zwischen konstanter Dosis oder
Dosis pro kg KG gewahlt werden. Entsprechend der zugrunde gelegten Werte fir
KorpergroBe und —gewicht (Mediane) errechnete sich eine KOF von 0,57m?2. Dies
bedeutet eine Dosis von 57 mg/d und 226,3 mg liber vier Tage. Hieraus ergab sich (bei
12,7kg KG) eine Dosierung von 17,791 mg/kg KG. Um mogliche Einflisse
unterschiedlicher Dosierungen gering zu halten, wurde die Dosierung pro kg KG
gewahlt. Hierdurch konnte die Schwankung umgerechnet zwischen 97,60 und 104,03
mg/m? KOF pro Tag gehalten werden (errechnet aus minimaler und maximaler KOF der
Kohorte).  Solche  Dosierungsschwankungen  erzeugten im  Modell nur
Konzentrationsunterschiede in vergleichbarer Hohe, also von etwa -2,5% und +4% der

maximalen Konzentration und der AUC.

PK-Sim® erzeugte aus diesen Parametern nun n = 500 Individuen mit einem

Geschlechterverhdltnis von 1:1. Die so generierte Population wurde fiir erste
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Untersuchungen genutzt. Spater wurden fiir spezielle Fragstellungen auch andere
anthropometrische Populationscharakteristika genutzt, dies wird jeweils im

Ergebnisteil erlautert.

Im nachsten Schritt wurden dann Enzym- und Transporterkinetiken, die GFR und die
freie Fraktion statistisch variiert. Im Fall der GFR wurde entsprechend der
Untersuchung von Heilbron et al. eine Normalverteilung angenommen >4. Die Studie
nutzte Daten von 101 Kindern und schatzt die Art der GFR-Verteilung in einer
gesunden Kohorte realistisch ab. Die mittleren GFR von zwei- bis zwolfjahrigen Kindern
wurde den NKF-Richtlinien entnommen (national kidney foundation, 133 + 27
ml/min/1,73 m? Kdrperoberfliche) 7. Fiir die GFR wurde um die Filtrationsrate der
mittleren Kohorte von 34,86 ml/min (berechnet nach Hayton °3) mit einer

entsprechenden Standardabweichung von 7,08 ml/min implementiert.

Fir CYP3A4 hatten Dorne et al. die interindividuelle Variabilitdt der Metabolisation von
15 Substraten untersucht, die hauptsichlich Gber dieses Enzym abgebaut werden 32,
Dabei zeigte sich im Durchschnitt eine interindividuelle Variabilitdat von 32% fir die
intravendse Applikation der Pharmaka. Die Clearance-Werte fiir 13 Arzneistoffe waren
mit einem Standardfehler von 1,2 bis 1,6 lognormal verteilt 32. Da die Metabolisation
von Etoposid nicht untersucht wurde, wurde hier der Mittelwert von 1,3 im Modell
implementiert. Dies sollte einen realistischen Schatzwert der tatsdchlichen

physiologischen IV darstellen.

Dasselbe geschah fir UGT1Al. Die im Modell genutzten Enzymkinetiken fir UGT1A1
stammten aus einer Untersuchung von gepoolten Lebermikrosomen von Watanabe et
al. Mithilfe von 13 humanen Lebermikrosomen wurde die interindividuelle Variation
abgeschéatzt. Dabei zeigten sich ein Wertebereich fiir Vmax zwischen 1,4 und 109,9
pmol/min/mg Protein und somit eine 78,5-fache Schwankung. Fisher et al. beschrieben
eine 30-fache Schwankung der beobachteten maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten
der UGT1A1l-abhédngigen Glucuronidierung von Estradiol, die teils auf unterschiedliche
Genotypen zuriickgefiihrt werden konnte #l. Inwieweit diese zu einer veranderten

Etoposidmetabolisation beitragen, ist bis jetzt noch nicht untersucht. Da Watanabe et
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al. in vitro noch grofRere interindividuelle Unterschiede aufzeigten, kdnnte hier aber
ebenfalls ein genotypischer Einfluss auf die Etoposidverstoffwechselung vorliegen. Um
mogliche Uberschitzungen der 11V auszuschlieRen wurde hier nun ebenfalls nur ein
1,3-facher Fehler bei einer lognormalen Verteilung von Vmax fiir UGT1A1 angenommen

und im PK-POP-Modul eingefiigt.

Die Enzymkinetiken von MRP2 und P-gp wurden ebenfalls entsprechend ihrer 11V
variiert. Eine Untersuchung von Meier et al. mall die Expression dieser Enzyme in
bilidren Leberkanalen 84, Dabei war die interindividuelle Variabilitdt mit tiber 60% sehr
grol3, die Verteilung war erneut rechtschief und nach logarithmischer Transformation
der Werte normalverteilt. Fiir die Transporterkinetiken der Niere wurde daher wieder
eine lognormale Verteilung angenommen. Hilgendorf et al. erforschten die Expression
von 36 Transportergenen in der menschlichen Niere und fanden fiir P-gp einen VK von
etwa 40%, die errechnete Standardabweichung fir MRP2 war mit einem VK von lber

>> Der Fehler wurde dementsprechend erneut bei lognormaler

60% noch groRer
Verteilung auf 1,3 festgelegt, um die interindividuelle Variabilitdt (IIV) auch hier nicht

zu Uberschatzen.

Der bilidren Exkretion wurde entsprechend derselben Untersuchung von Meier et al.
abgeschatzt. Die IIV der beschriebenen Transporter - namentlich MDR1 (P-gp), MDR3,
MRP2 und BSEP (bile salt export pump, Gallensdure-Export-Pumpe) — waren mit 46 -
63% (VK) hoch. Bei unterstellter logarithmischer Normalverteilung lagen diese sogar
zwischen 55 und 79%. Auch konnten genotypabhdngige Variabilitdten in der
Transporterausstattung beschrieben werden 3. Da die hier untersuchten Transporter
zum Teil an der Etoposidexkretion in Gallenkanalchen beteiligt sind, wurde ihre
Variabilitdt hier zugrunde gelegt. Da wieder keine Uberschitzung erwiinscht war,
wurde nur ein 1,3-facher lognormaler Standardfehler fiir die bilidre Exkretion ins PK-

POP-Modul eingefiigt.

Dem aktiven Influxtransporter wurde kein Schwankungsbereich zugeordnet, da seine

Existenz noch nicht belegt werden kann.
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2.5 Statistische und graphische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von Microsoft® Office Excel 2003 SP2,
SigmaStat® Version 3.10.0 (2004) und SigmaPlot® Version 9.0 (2004) der Firma Systat

Software Inc. sowie PK-Sim®.

Soweit nicht anders angegeben wurde Excel zur Berechnung von arithmetischen und
geometrischen Mittelwerten, Medianen, Standardabweichungen, Quantilen, Maxima
und Minima verwendet. SigmaStat wurde herangezogen, um weitere statistische

Untersuchungen durchzufihren.

Signifikanztests

Die zur Untersuchungen von Unabhangigkeiten oder Effekten mehrerer Gruppen oder
Messreihen herangezogenen Tests werden in Tabelle 7 aufgefiihrt. Je nach Anzahl der
Stichproben, der zugrunde liegenden Verteilung und der Abhangigkeit der Stichproben
wurden die hier aufgefiihrten Tests verwendet. Insgesamt wurden der gepaarte t-Test,
der Wilcoxon-Vorzeichenrangtest, der Friedman-Test sowie der Kruskal-Wallis-Test

verwendet.

Die ersten beiden Tests dienen dem Vergleich der Mittelwerte zweier abhangiger
Gruppen. Beide missen ahnliche Varianzen aufweisen. Je nach Verteilung der Werte
wurde der t-Test (normalverteilt) oder der Wilcoxon-Vorzeichenrangtest (nicht
normalverteilt) genutzt. Es konnte somit gesagt werden, ob beide Gruppen mit einer

ausreichenden Sicherheit derselben Grundgesamtheit angehdéren oder nicht.

Der Friedman-Test und der Kruskal-Wallis-Test beantworten die Frage, ob mehrere
Gruppen mit ausreichender Sicherheit derselben Population angehdren oder nicht. lhre
Anwendung unterscheidet sich anhand der Abhangigkeit der einzelnen Gruppen
zueinander. Die Werte missen mindestens ordinalskaliert sein. Beide Tests bedienen
sich dabei der Varianzanalyse und basieren auf Rangplatzsummen. Sie werden
verwendet, wenn die zu untersuchenden Gruppen oder Messreihen nicht

normalverteilt sind.
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Stichproben nicht normalverteilt normalverteilt

Wilcoxon Rangsummentest =
unabhangig 2 Ungepaarter t-Test
Mann-Whitney-U-Test

unabhangig >2 Kruskal-Wallis-Test F-Test (ANOVA)
abhangig 2 Wilcoxon-Vorzeichenrangtest Gepaarter t-Test
abhangig >2 Friedman-Test ANOVA fiir Messwiederholungen

Tabelle 7: Aufzahlung moglicher Signifikanztests, fett markiert sind die hier verwendeten Tests

In dieser Arbeit wurde durchgehend ein Signifikanzniveau von a = 0,05 ausgegangen.

Korrelationskoeffizient nach Pearson

Der Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson wurde als Mall fir den linearen
Zusammenhang zwischen kardinalskalierten, voneinander unabhdngigen Werten
genutzt. Hiermit kann untersucht werden, ob eine Beziehungen zwischen bestimmten
GroBen bestehen. Der Test beweist dabei keine kausalen und logischen
Zusammenhange, das Ergebnis kann sehr stark von Extremwerten beeinflusst werden.
SigmaStat® berechnet gleichzeitig das Konfidenzinterval, mit dem der berechnete

Korrelationskoeffizient von 0 abweicht (blaue Linien um einige Regressionsgraden).

Graphische Darstellung

Mithilfe von Excel® und SigmaPlot® wurden die in der Arbeit verwendeten Boxplots,
Scatterplots mit und ohne Regressionsgraden, Histogramme und Balkendiagramme

erstellt.

Pharmakokinetische Auswertung

Werte fir Cmax, AUC, CL und t% wurden durch die in PK-Sim® integrierte
Auswertungsfunktion automatisch berechnet. Ebenfalls stellt PK-Sim® die errechneten

Konzentrations-Zeit-Kurven graphisch dar, auch diese wurden teilweise lbernommen.
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3 Ergebnisse
3.1 Simulation der NB-97-Kohorte

Aus den primar 214 vorhandenen Datensatzen (je Probenzettel ein Datensatz), die im
Rahmen des therapeutischen Drugmonitorings des NB-97-Regimes erhoben wurden,
konnten 127 einem PK-Sim® Modell zugefihrt werden. Insgesamt konnten 65
Plasmaspiegelverlaufe zugehorig zu 38 realen Patienten simuliert werden (je Zyklus ein
VI, teils mehrere VIs pro realem Patient). Das durchschnittliche Alter der
eingeschlossenen Patienten belief sich auf 2,39 Jahre (Median, Bereich zwischen 0,5-
13,9 Jahre), mit einer KorpergréBe von 90,6 cm (Median, Bereich 60-163 cm) sowie
einem Korpergewicht von 12,7 kg (Median, Bereich 5,9-44 kg). Tabelle 8 gibt die

Populationscharakteristika wieder.

Tabelle 9 zeigt die gemittelten Eingabeparameter jedes Patienten sowie die jeweiligen
Perzentilen (berechnet entsprechend der CDC-Growth-Charts 2°). Messwerte fir
ungebundenes Etoposid, Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin und GPT waren in 102, 89, 64,
69 und respektive 84 Fillen vorhanden. Fir die 65 Simulationen wurde wie im

Methodenteil beschrieben verfahren.

Anzahl der Standard-
Median | Mittelwert Bereich
Messwerte abweichung
Alter (a) 127 2,39 3,78| + |3,76 0,50-13,86
GroRe (cm) 127 90,60 96,23 | + (25,74 60-163
Gewicht (kg) 127 12,70 15,15| + |8,30 5,85-44
Ges. Etoposid (mg/L) 127 3,03 3,33 £ |1,61 0,83-9,95
Fr. Etoposid (mg/L) 102 0,131 0,154 | + (0,074 0,025-0,344
freie Fraktion (%) 102 4,56 482 + |1,65 1,87-10,42
Kreatinin (mg/dL) 89 0,34 044 + (0,24 0,2-1,2
Harnstoff (mg/dL) 64 17,10 18,07 | = (9,94 2,7-35,0
Bilirubin (mg/dL) 69 0,40 047 £ |0,23 0,1-1,1
GPT (U/L) 84 19,00 19,98 | + |11,32 5-55

Tabelle 8: Uberblick iiber die Populationscharakteristika fiir alle erhobenen Messwerte
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Alter GroRRe Gewicht Messwerte | Messwerte Anzahl
Nr. | Patient | Sex ina incm in kg gesamtes freies simulierter
(Perzentile) | (Perzentile) Etoposid Etoposid Zyklen (VIs)
1| acl96 w | 26 102 (>97) | 15,0 (75-90) 2 0 1
2 | aejo9 w | 11 75 (25-50) 8,1 (<3) 2 2 2
3| aijo5 m | 3,1 | 102(90-95) | 15,5 (50-75) 2 2 1
4)anj9a | w 4 99 (25-50) | 15,6 (25-50) 6 5 3
5(anm98 | m 1,6 80 (10-25) 9,6 (<3) 4 4 2
6 | aploa w 3 101 (95-97) | 15,6 (75-90) 4 4 2
7 | aty99 w 1,3 73 (<3) 7,8 (<3) 4 4 2
8laud9e | m | 21 91 (75-90) | 12,9 (50-75) 6 6 3
9(cge98 | m | 16 83(25-50) | 10,4 (5-10) 6 4 3
10|chk96 | m | 1,2 80 (50-75) | 10,8 (25-50) 2 1 1
11| chl97a m 1,2 71 (<3) 8,9 (<3) 3 3 1
12 chp99 | m | 1,8 79 (3-5) 14,8 (90-95) 2 2 1
13 |chs87a | m | 13,3 145 (3-5) 32,7 (<3) 6 6 3
14|eca99 [ m | 11 78 (50-75) | 12,1 (75-90) 5 5 2
15|ecs96 | w | 0,7 71(25-50) | 9,3 (25-50) 4 0 2
16 |egv90a | w | 13,9 | 163 (50-75) | 44,0 (25-50) 2 2 1
17 | ein96 m | 1,2 74 (5-10) 9,0 (<3) 4 1 2
18|esp96 | m | 3,7 97 (10-25) 12,5 (<3) 6 2 3
19 | etc99 w | 13 81(75-90) | 9,8 (10-25) 4 4 2
20 | etj92 w | 7,8 | 127(50-75) | 22,9 (25-50) 7 7 2
21(haa97 | m | 4,7 | 102(10-25) | 18,0 (50-75) 1 1 1
22 [hed93 | m 6 118 (50-75) | 20,0 (25-50) 2 2 1
23 |islo7 m | 37 97 (10-25) | 13,8 (10-25) 4 4 2
24 |ivs95 m | 1,7 80 (5-10) 9,3 (<3) 1 1 1
25 | lea92 m | 11,8 | 146(25-50) | 28,7 (3-5) 2 2 1
26 | les95 m | 17 81 (10-25) 10,0 (3-5) 2 2 1
27 | oljo2 m | 61 | 116(25-50) | 18,9 (10-25) 2 1 1
28 |opno0 | w | 11,1 | 140 (25-50) 26,3 (<3) 2 2 1
29|osdo1 | m | 3,2 95 (25-50) | 13,5 (10-25) 2 2 1
30(oxb96 | w | 2,9 | 100(90-95) | 15,6 (75-90) 1 1 1
31| rel97 m | 28 94 (50-75) | 15,4 (75-90) 4 4 2
32(rnn96 | w | 1,3 78 (50-75) | 9,8 (25-50) 5 2 3
33[(ron00 | m | 1,2 80 (75-90) | 10,0 (25-50) 2 1 1
34(ruk94 | w | 3,3 90 (5-10) 10,9 (<3) 1 0 1
35 | tth89 m | 11,6 | 157(90-95) | 34,2 (25-50) 6 5 3
36 uec99 | m | 1,5 81 (25-50) 8,9 (<3) 6 6 3
37|(ura99 | m | 08 72 (25-50) | 9,7 (50-75) 1 0 1
38 | zzf96 w | 05 60 (<3) 5,9 (<3) 2 2 1

Tabelle 9: Ubersicht der simulierten Patienten der NB-97-Kohorte, GréRe, Gewicht und Alter wurden

fiir jeden Patienten gemittelt, die Perzentilen entsprechen der den CDC-Growth-Charts 2°
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In 7 Fallen musste das Korpergewicht des simulierten Individuums im Vergleich zum
dazugehorigen Patienten erhoht werden (siehe Tabelle 10), da PK-Sim® sonst die
Berechnung nicht moglich war. Die Patienten zeigten in vier Fillen ein sehr niedriges
Korpergewicht (< 3. bzw. 5. Perzentile, verglichen mit Wachstumstabellen der CDC %9),
in drei Fallen war das Gewicht normal, die Patienten allerdings sehr grofR (> 90.
Perzentile, siehe Tabelle 10). Somit errechnete das Programm nach Organerzeugung
bereits ein hoheres Gewicht des simulierten Patienten, als die Eingabeparameter es

zulieBen und das Eingabegewicht musste abweichend erhéht werden (+ 0,6 - 16%).

chs87a 13,3 144 3.-5. 30,0 <3. 33,5 +11,6%
chs87a 13,4 145,5 3.-5. 32,0 <3. 34,4 +7,5%
lea92 11,8 146 25.-50. 28,7 3.-5. 33,3 +16%
opn90 11,1 140 25.-50. 26,3 <3. 28,2 +7,2%
tth89 11,5 157 90. - 95. 34,7 25.-50. 35,6 +2,6%
tth89 11,6 157 90. - 95. 32,0 10. - 25. 35,9 +12,2%
tth89 11,8 157 90. 36,0 25.-50. 36,2 +0,6%

Tabelle 10: Alter, GroRe und Gewicht der Patienten, fiir die das jeweilige Gewicht zur
Modellgenerierung erh6ht werden musste, die Perzentilen entsprechen der Wertelage innerhalb der

CDC-Growth-Charts 2°

Die 24h- und 96h-Messwerte dieser Patienten waren mit 3,10 + 1,55 mg/L im Vergleich
zur restlichen Kohorte mit 3,36 + 1,62 mg/L nur minimal niedriger (Mediane 2,92 und
3,05 mg/L). Die simulierten Etoposidspiegel der VIs mit verandertem Gewicht wichen
weitaus starker von den simulierten Spiegeln der restlichen simulierten Vis ab (4,09 +

1,07 mg/L gegen 3,38 + 0,74 mg/L; Mediane 4,55 gegen 3,33 mg/L).

3.1.1 Individuelle Simulationsergebnisse

Die von PK-Sim® pro VI erzeugten Plasmaspiegelkurven wurden nun mit den

Messwerten der zugehorigen Patienten verglichen. Zwischen simulierten und
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gemessenen Werten zeigte sich eine Korrelation von r = 0,395 (Pearson
Korrelationskoeffizient, p < 0,001). Die Punktewolke von beobachteten und simulierten
Werten fiir den Etoposidplasmaspiegel sowie die Regressionsgrade zeigt Abbildung 15.
Ebenfalls dargestellt ist die Winkelhalbierende. Die Kohorte zeigte insgesamt eine
breite Streuung der gemessenen Etoposidplasmaspiegel, die Streuung der
Simulationsergebnisse des Modells war geringer. Tendenziell schienen hohe Messwerte
auch zu hohen Simulationsergebnisse gehorig. Zur genaueren Begutachtung der
individuellen Fehler als Abweichung von Simulation zu Messwert wurden diese als
Boxplots aufgetragen (siehe Abbildung 16). Der Simulationsfehler (bzw. die

Simulationsabweichung) berechnet sich im Folgenden nach folgenden Formeln:

e Fehler (mg/L) = Simulationswert (mg/L) — Messwert (mg/L)

e Fehler (%) = 100 x [ Simulationswert (mg/L) — Messwert (mg/L) ] / Messwert (mg/L)
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Abbildung 15: Punkteschar der gemessenen und simulierten Etoposidplasmaspiegel, dargestellt ist

ebenfalls die Regressionsgrade (r = 0,395, p < 0,001) und Winkelhalbierende
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Abbildung 16: a: graphische Darstellung der Verteilung der Mess- und Simulationsergebnisse, zur
besseren Ubersicht logarithmisch aufgetragen; b: Darstellung des Fehlers in % (Formel siehe oben); c:
Darstellung des Fehlers in mg/L (Formel sieche oben) (Boxen: 25. und 75. Perzentile um den Median,

Fiihler 10. und 90. Perzentile, Punkte zeigen auBBerhalb liegende Werte)

Abbildung 16a zeigt, dass 80% der gemessenen Werte zwischen 1,57 und 5,51 mg/L
lagen (3,36 + 1,61 mg/L; Bereich 0,83 - 9,95). 80% der simulierten Werte lagen
zwischen 2,53 und 4,91 mg/L um einen Mittelwert von 3,72 mg/L (SD 0,93; Bereich
1,75 - 6,06). Beim Vergleich der individuellen Abweichungen der beobachteten von den
simulierten Werten - gemessen als prozentualer Fehler (Formel siehe oben) - zeigten
sich Abweichungen von maximal 75% (bis auf vier Werte), 80% der beobachteten
Werte wichen um etwa 50% oder weniger vom Simulationswert ab (siehe Abbildung
16b), der Variationskoeffizient lag bei +44%. Absolut lagen 80% der Messwerte im

Bereich von 1,8 mg/L um die jeweiligen simulierten Werte (siehe Abbildung 16c).

Der Simulationsfehler wurde nun im Folgenden auf mogliche Korrelationen zu ebenfalls
erhobenen Daten und Messwerten hin untersucht. Als erstes erfolgte eine
Untersuchung des Alterseinflusses auf den Simulationsfehler. Es zeigte sich dabei keine
Abhangigkeit zwischen Alter des simulierten Patienten und der prozentualen Fehlers
der Simulation (siehe Abbildung 17), der entsprechende Korrelationskoeffizient lag bei

r=0,13. Die minimale Korrelation war statistisch nicht signifikant (p=0,125).
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Abbildung 17: Prozentualer Fehler gegen Alter, dargestellt ist die Regressionsgrade (r = 0,137, p =

0,125) sowie das entsprechende 95%-Konfidenzintervall der Regressionsgraden

Auch die Einflisse weiterer erhobener Messwerte (GPT-, Kreatinin- und

Harnstoffspiegel) auf den Simulationsfehler wurden untersucht.

Fir GPT (n=84) zeigten sich bei einer getrennten Untersuchung von normwertigen und
erhohten GPT-Werten keine wesentlichen Abweichungen des Fehlerbereichs (siehe
Boxplots in Abbildung 18a). Bei Auftragung der individuell gemessenen GPT-Spiegel

zum Simulationsfehler war keine Korrelation zu eruieren (Abbildung 18b).
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Abbildung 18: a: als Boxplots dargestellte Verteilung der prozentualen Fehler zwischen Simulation und
Messwerten (Formel siehe oben) aufgeteilt nach normalem (< 21 U/L) und erhéhten GPT (> 21 U/L), b:
GPT gegen prozentualer Fehler, dargestellt ist die Regressionsgrade (r =-0,138, p = 0,210) sowie das

entsprechende 95%-Konfidenzintervall
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Die Messwerte fiir Kreatinin (n=89) und Harnstoff (n=64) wurden ebenfalls auf ihren

Einfluss hin untersucht. Beide Substanzen korrelierten jeweils positiv mit den

gemessenen Etoposidplasmaspiegeln (siehe Abbildung 19b und Abbildung 20b). Dies

war fur Harnstoff allerdings nicht statistisch signifikant (p = 0,12).
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Abbildung 19: a: Kreatininspiegel gegen Simulationsfehler in %, schwarz ist die Regressionsgrade mit

95%-Konfidenzintervall eingezeichnet (r = -0,086, p = 0,423); b: Kreatininspiegel gegen gemessene

Fehlerin %

Etoposidspiegel, ebenfalls mit Regressionsgrade (r = 0,314, p = 0,003)
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Abbildung 20: a: Harnstoffspiegel gegen Simulationsfehler in %, schwarz ist die Regressionsgrade mit

95%-Konfidenzintervall eingezeichnet (r = -0,083, p = 0,515); b: Harnstoffspiegel gegen gemessene

Etoposidspiegel, ebenfalls mit Regressionsgrade (r = 0,198, p = 0,120)
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Wurden die Simulationsfehler auf ihre Korrelation mit Kreatinin- oder Harnstoff
spiegeln untersucht, so konnten fiir beide kein statistisch signifikanter Zusammenhang

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 19a und Abbildung 20a).

Bilirubin (69 Messwerte) wurde als letztes auf seine Korrelationen untersucht. Es zeigte
sich ein negativer Zusammenhang mit gemessenen Etoposidspiegeln, unter erhohtem
Bilirubin lieBen sich niedrigere Etoposidplasmaspiegel messen. Dies war auch
statistisch signifikant (p = 0,044, siehe Abbildung 21b). Die Korrelation mit den
individuellen Simulationsfehlern war mit einem p = 0,034 ebenfalls statistisch
signifikant und zeigte Uberschatzungen der tatsichlichen Etoposidspiegel bei héheren

Bilirubinspiegeln. Abbildung 21a gibt dies wieder.

10

Fehlerin %

gemessene Etoposidspiegel in mg/L

-100 4 ®

a
T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Bilirubin in mg/dL Bilirubin in mg/dL

Abbildung 21: a: Simulationsfehler gegen Bilirubin, schwarz ist die Regressionsgrade mit 95%-
Konfidenzintervall eingezeichnet (r = 0,256, p = 0,034); b: Harnstoffspiegel gegen gemessene

Etoposidspiegel, ebenfalls mit Regressionsgrade (r =-0,252, p = 0,038)

Untersucht man speziell die simulierte ungebundene Etoposidkonzentration und
vergleicht diese mit den Messwerten, so zeigt sich, dass die Simulation nur
Plasmaspiegel zwischen 0,1 — 0,2 mg/L ungebundenen Etoposids erzeugt (siehe
Abbildung 22). Die gemessenen freien Etoposidplasmaspiegel streuen mit etwa 0,05 —
0,35 mg/L weitaus starker. Tragt man die simulierte gegen die gemessene freie Fraktion

auf, so erhdlt man eine gute Korrelation, die statistisch signifikant ist (Abbildung 22).
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Die individuelle freie Fraktion der Patienten (berechnet als Quotient aus gemessenem
ungebundenem Etoposid und gemessenem Gesamtetoposid), korrelierte mit der
gemessenen Etoposidkonzentration negativ (r = -0,253; p = 0,010). Hbéhere freie

Fraktionen lieRen sich bei niedrigeren gemessenen Etoposidspiegeln finden.
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Abbildung 22: a: Punkteschar der simulierten gegen gemessene Plasmaspiegel des freien Etoposids mit
Regressionsgrade (r = 0,324, p < 0,001), b: die aus den Simulationsergebnissen berechnete freie

Fraktion (EtOungebunden / Eto t) gegen die im Modell implementierte, gemessene freie Fraktion

(Etoungebunden / EtOgesamt) (I' =0,796, p < 0;001)

Weiterhin wurden die individuell erzeugten Exkretionsfraktionen untersucht, die das
Modell auf dem Boden der gleichen Transporter- und Enzymkinetiken, aber
unterschiedlicher OrgangroBen und Koérperzusammensetzungen erzeugte. Sie zeigten

nur eine minimale Streuung zwischen den 65 VIs. Den Bereich der Kohorte gibt Tabelle

11 wieder.
Exkretion Metabolisation
Renal Biliar CYP3A4 UGT1A1
58,9 - 62,5% 7,1-8,8% 25,9 - 30,6% 2,9-3,5%

Tabelle 11: Bereich der individuellen Exkretionsfraktionen der simulierten Neuroblastomkohorte
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3.1.2 Zyklusabhangigkeit

Untersucht wurde, ob im Verlauf mehrerer Zyklen Polychemotherapie des NB-97-
Regimes Verdnderungen der gemessenen Etoposidkonzentrationen nachzuweisen
waren, da hohere oder niedrigere Etoposidkonzentrationen in spateren Blocken auf
eine durch Zytostatika induzierte verminderte oder erhohte Clearance hinweisen

konnten.

Aus den Datensédtzen (entspricht Probenzetteln) der 38 realen Patienten war fir 19 zu
eruieren, ob die Messwerte zum ersten, zweiten oder dritten N6-Block gehorten. Unter
diesen 19 Patienten waren acht mit Messwerten aus je drei Blocken, zu zehn Patienten
waren Daten aus zwei Blécken vorhanden und zu einem Patienten nur aus dem dritten
N6-Block. Flr 39 Proben aus dem ersten Zyklus (erster N6-Block) zeigte sich ein
Mittelwert der auf 100 mg/m? Etoposid normalisierten Messwerte fiir das gesamte
Etoposid von 3,47 mg/L. Fiir den zweiten (n = 35) und dritten (n = 22) Zyklus ergaben
sich Mittelwerte von 3,90 bzw. 3,94 mg/L. Diese Unterschiede waren statistisch nicht
signifikant. Allerdings war ein leichter Trend zu hoheren Etoposidkonzentrationen in

spateren Blocken zu erkennen.

Abbildung 23 gibt die Verteilung der normalisierten Messwerte als Boxplots wieder.

1T i T

S T -

Plasmakonzentration in mg/L

1. Zyklus 2. Zyklus 3. Zyklus

Abbildung 23: Verteilung der Messwerte je nach Zyklus, schwarze Linie: Median, Boxen: 25. bis 75.

Perzentile, Fihler: 10. und 90. Perzentile, Punkte: 5. und 95. Perzentile
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Um diese Tendenz weiter zu untersuchen, wurden individuelle Simulationen ohne
Beriicksichtigung der Zyklen durchgefiihrt. Die prozentualen Fehler (entsprechen den
Simulationsabweichungen von den Messwerten) wurden zum Vergleich getrennt nach

Zyklus als Boxplots aufgetragen (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Verteilung der prozentualen Fehler der Messwerte je nach Zyklus, schwarze Linie:

Median, Boxen: 25. - 75. Perzentile, Fiihler: 10. - 90. Perzentile, Punkte: Ausreier

Da die Werte nicht normalverteilt waren, wurde mithilfe des Friedman-Tests fir
wiederholte Messungen derselben Gruppe eine statistische Untersuchung auf
signifikante Unterschiede durchgefiihrt. Hierzu wurden die Daten der einzigen sechs
Patienten mit je zwei Messwerten aus allen drei N5-Blécken genutzt. Es zeigte sich mit

einem p=0,558 kein statistisch signifikanter Unterschied der Simulationsabweichungen.

Zur genaueren Beurteilung zeigt Abbildung 25 die prozentualen Abweichungen der
Messwerte von der Simulation dieser sechs Patienten mit je zwei Messwerten aus allen
drei Zyklen. Ferner wurden 24h- und 96h-Werte farblich getrennt aufgetragen. Die
Linien verbinden die zusammengehorigen prozentualen Abweichungen der Patienten

Uber die Zyklen hinweg.

AuBerdem wurde der Kruskal-Wallis-Test genutzt, um die Varianzen der einzelnen
prozentualen Abweichungen je Zyklus dahingehend zu untersuchen, ob sie derselben

Grundgesamtheit angehoren. Mit einem p = 0,983 spricht der Test fir diese Hypothese.
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100 4 —4&— 24h-Simualtionsabweichungen
—W¥— 96h-Simulationsabweichungen
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Abbildung 25: Auftragung des prozentualen Fehlers der 24h- und 96h-Werte (Fehler = simuliert -

gemessen; siehe vorherige Erlauterung) je Zyklus fiir sechs Beispielpatienten
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3.2 Der Standardsimulationspatient

Ein ,Standardsimulationspatient” (SSP) wurde zur weiteren Untersuchung
verschiedener Einflussfaktoren aus den mittleren Werten der Patientenkohorte
erzeugt, um im weiteren Verlauf den Einfluss hepatischer und renaler Einfliisse zu
simulieren. Da die Werte fiir Alter, Gewicht und GréRe eine rechtsschiefe Verteilung
zeigten, hatte die Verwendung des arithmetischen Mittelwerts systematisch zu einer
Uberschitzung der tatsichlichen Verteilung gefiihrt. Daher wurde der Median
herangezogen, um moglichst zutreffend den zentralen Wert der Kohorte zu treffen

(siehe auch Generierung der mittleren Population, Kapitel 2.4).

Emuliert wurde ein Junge mit 2,39 Lebensjahren, 90,6 cm KorpergroBe und 12,7 kg
Korpergewicht. Der Wert fir die GroBe lag somit nahe der 50. Perzentile. Das
Korpergewicht lag im Vergleich zu altersentsprechenden Jungen zwischen der 25. und
50. Perzentile. Entsprechend des Lebensalters und Gewichts betrug die GFR (nach
Hayton) 41,01 ml/min, aufgrund der cisplatinbedingten Reduktion wurde ein Wert von

34,82 ml/min ins Modell Gbertragen.

Als freie Fraktion wurde der Median der Kohorte (fu = 4,56%) eingefligt. Bei einer
Standarddosis von 100 mg/m? (KOF = 0,57 m?) betrug die Gesamtdosis 226,3 mg tber
96h. Der Vmax-Wert von CYP3A4 wurde auf 323,7 pmol/min/mg mikrosomales Protein
angepasst (entsprechend der Ontogeniefaktoren, siehe Abschnitt 2.2). MRP2, renales
P-gp, UGT1A1 und der hepatische Influxtransporter blieben im Hinblick auf die

Ontogenie unverandert.

Den mithilfe des SSP-Modells errechneten Plasmaspiegelverlauf fir gesamtes und
ungebundenes Etoposid gibt Abbildung 26 wieder. Die dargestellten Messwerte
wurden auf eine Dosis von 100mg/m? normalisiert und als Boxplots aufgetragen.

Genutzte Formel zur Normalisierung auf 100 mg/m?:

Messwertnom (Mmg/m?) = Messwert (mg/L) x [ 100 (mg/m?) / Dosis (mg/m?) ]
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Abbildung 26: Simulierte Plasmaspiegel fiir gesamtes und freies Etoposid des SSP-Modells in
halblogarithmischer Darstellung; Boxplots (oben Gesamtetoposid, unten ungebundenes Etoposid)
zeigen die Messwerte der untersuchten Patientenkohorte an (normalisiert auf eine Dosis von
100mg/m?), aufgetrennt nach 24h- und 96h-Messwerten [durchgehender Strich: Median, Box: 25. und

75. Perzentile, Fiihler: 10. und 90. Perzentile, Punkte: 5. und 95. Perzentile, gestrichelt: Mittelwert]

Fur diese Simulation ergaben sich 24h-Plasmaspiegel von 3,45 mg/L bzw. 0,16 mg/L flr
gesamtes und freies Etoposid, die 96h-Plasmaspiegel lagen leicht darliber (3,53 mg/L
respektive 0,16 mg/L). Die auf eine Dosis von 100 mg/m? pro Tag normalisierten
Messwerte lagen im 24h-Bereich, wie die Abbildung 26 zeigt, um einen Median von
3,05 mg/L (Mittelwert 3,26 + 1,48 mg/L) sowie um 3,33 mg/L (Mittelwert 3,85 + 1,86
mg/L) im 96h-Bereich. Die gesamte systemische Clearance lag bei 0,876 ml/min/kg, die
AUC bei 338,6 mg*h/L fur das gesamte Etoposid. Die AUC fir ungebundenes Etoposid
lag bei 15,4 mg*h/L, die Halbwertszeit t1, bei 16,6 h (siehe Tabelle 12).

Etogesamt 3,53 338,63

0,876 16,56 59,9% 7,3% 29,9% 2,9%

EtOungebunden 0,161 15,44

Tabelle 12: Simulationsergebnisse des SSP
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3.3 Simulation hepatischer Funktionsschwankungen

Um die Schwankungsbreite der hepatischen Verstoffwechselung von Etoposid zu
simulieren, also Patienten mit im physiologischen Rahmen schwankenden
Geschwindigkeiten der hepatischen Metabolisierung aufgrund unterschiedlich groRer
Enzymausstattung, wurden die zugrunde gelegten Kinetiken der
Metabolisationsenzyme UGT1A1 (Kmn: 439,6 + 70,7 uM; Vmax: 255,6 = 19,2
pmol/min/mg) und CYP3A4 (Km: 53,9 £ 6,6 UM; Vmax: 249 = 91 pmol/min/mg) im SSP-
Modell angepasst. Da in den jeweiligen Untersuchungen keine Angabe zur Art der
Verteilung der gemessenen kinetischen Parameter gemacht wurde. Hier wurde
zunachst eine Normalverteilung angenommen. Um den in den Studien beschriebenen
und im Modell implementierten Mittelwert wurden die Grenzwerte zur 3. und 97.
Perzentile berechnet. Hierzu diente die zweifache Standardabweichung unter

Annahme einer gaullschen Normalverteilung.

Zur Simulation einer erhohten Leberfunktion (im Weiteren FM (fast metabolizer)
genannt) wurden die Vmax-Werte der Enzyme um die zweifache Standardabweichung
erhoht. Dabei errechneten sich fir UGT1Al Vmax-Werte von 294 pmol/min/mg
mikrosomales Protein (255,6 (MW) + 19,2 (SD) + 19,2 (SD) = 294). Die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit von  CYP3A4 wurde unter Einbeziehung der
Ontogeniefaktoren (siehe G. Kersting)”® auf Vmax= 560,3 pmol/min/mg festgesetzt. Eine
im physiologischen Rahmen verminderte Leberfunktion (im Weiteren SM (slow
metabolizer)  genannt) wurde reziprok mit  entsprechend niedrigeren
Hochstgeschwindigkeiten simuliert (UGT1A1: Vmax = 217,2 pmol/min/mg; CYP3A4: Vmax

= 87,1 pmol/min/mg). Tabelle 13 stellt die so erzeugten Veranderungen dar.

SM (slow metabolizer) FM (fast metabolizer)
CYP3A4 UGT1A1 CYP3A4 UGT1A1

Vmax (pmol/min/mg) 87,1 217,2 560,3 294
Erzeugte Veranderung -73,1% -26,1% +73,1% +26,1%

Tabelle 13: erzeugte Veranderungen der hepatischen Enzymkinetiken
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Die halbmaximalen Stoffkonzentrationen K. blieben unverdndert, da nicht auf

genotypische Verdnderungen im Sinne von Enzympolymorphismen eingegangen

wurde. Das VI mit erhdhter Leberfunktion (FM) erreichten somit die 6,4-fache bzw. 1,4-

fache Maximalgeschwindigkeit des VI mit erniedrigter Leberfunktion (SM) fir CYP3A4

bzw. UGT1A1. Der hepatische Influxtransporter wurde nicht angepasst, da hierzu keine

Daten ve

rfigbar sind. Auch die biliare Exkretion blieb unverandert.

Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen die entsprechenden Plasmaspiegelverlaufe

sowie die simulierten Exkretionsfraktionen. Der Unterschied im Steady-State-Spiegel

(als Cmax) und respektive auch AUC sowie weitere Parameter gibt Tabelle 14 wieder.
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Abbildung 27: Konzentrationsverlaufe fiir gesamtes (volle Linie) und freies Etoposid (gestrichelte Linie)

(Blau: SM; Schwarz: SSP; Rot: FM)
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O Renale Exkretion O Biliare Exkretion O CYP3A4-Metabolisierung B UGT1A1-Metabolisierung
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Abbildung 28: Exkretions- und Metabolisationsfraktionen fiir erh6hte (FM), normale (SSP) und

erniedrigte (SM) Leberfunktion, Farbcodierung siehe Legende

Hepatische Cimax AUC CL ti Exkretion Metabolisation

Funktion g/L | mg*h/L | ml/min/kg h Renal Biliar | CYP3A4 | UGT1A1

Normal (SSP) 3,53 338,63 0,876 16,56 | 59,9% 7,3% 29,9% 2,9%

Erhoht (FM) 3,33 319,31 0,929 17,18 | 56,5% 5,1% 36,1% 2,3%

Erniedrigt (SM) 4,04 387,56 0,765 15,13 | 68,5% 12,9% 14,2% 4,4%

Ketoconazol 4,22 405,28 0,732 14,66 | 71,6% 15,0% 12,2% 1,2%

Tabelle 14: Pharmakokinetische Parameter der hepatischen Einflussmodelle

Bei simulierter erniedrigter Leberfunktion ergeben sich somit um etwa 14,4% hohere
Plasmaspiegel respektive eine um 14,4% groRere Flache unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve (AUC) im Vergleich zur durchschnittlichen Leberfunktion. Die systemische
Clearance war um 12,7% geringer. Im Vergleich zu Fast-Metabolizern zeigten Slow-
Metabolizer sogar eine 21,4% groBere AUC und Cmax, die Clearance war um 21,4%

erniedrigt.

Entsprechend der implementierten verminderten Enzymkinetiken sanken auch die
Metabolisationsfraktionen. CYP3A4 hatte um die Halfte weniger Anteil an der

Verstoffwechselung und Exkretion, UGT1A1 erreichte sogar einen hoheren Anteil.
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Parallel dazu stieg die renal ausgeschiedene Fraktion von 59,9% auf 68,5% und biliar
wurden statt 7,3% nun 12,9% ausgeschleust. Fir eine erhéhte Enzymfunktion sanken
reziprok die via Urin und Galle ausgeschiedenen Fraktionen, der insgesamt
verstoffwechselte Anteil stieg von 32,8% auf 38,4%. Zwischen erhdhter und
erniedrigter Enzymfunktion schwankt folglich der metabolisierte Anteil je nach

Funktion zwischen 18,6% und 38,4%.

Nach einem Paper von Yong et al. fiihrte die Administration von Ketoconazol, einem
bekanntem CYP3A4 und P-gp-Inhibitor, zu einer Erhéhung der Etoposid-AUC von etwa
20% 2. Anhand des SSP wurde untersucht, wie sehr die maximalen
Reaktionsgeschwindigkeiten von CYP3A4 und UGT1A1 verringert werden mussten, um

eine AUC von etwa 406 mg*h/L zu erreichen (entspricht dem 1,2-fachen des SSP).

Vmax wurde auf 20% der UrsprungsgrofRe reduziert. Dies bedeutete 51,2 bzw. 64,7
umol/min/g Gewebe fur UGT1A1 und CYP3A4. Es zeigte sich, dass durch diese
Reduktion beider Enzymkinetiken um 80% eine entsprechende AUC erreicht werden

konnte. Die so simulierte AUC lag bei 405,28 mg*h/L (siehe Tabelle 14).

Eine Untersuchung von Nomeir et al. 2001 konnte zeigen, dass Ketoconazol bereits in
nanomolaren Dosierungen die Reaktionsgeschwindigkeit von CYP3A4 halbiert kann
(IC50 fur Midazolam und Testosteron 70 bzw. 30 nM). Bei geldufigen oralen
antifungalen Therapien werden 200 — 400 mg Ketoconazol tgl. verabreicht. Deo et al.
beschrieben Serumspitzenspiegel von 4,7 bis 7,5 uM bei einmaliger Einnahme von

200mg Ketoconazol, also etwa um den Faktor 100 gréRer 31,
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3.4 Simulationen renaler Einfliisse

Zur Simulation physiologischer Schwankungen der renalen Funktion wurden erneut die
Unsicherheiten der im Modell verwendeten Enzymkinetiken herangezogen. Aus den
Mittelwerten und Standardabweichungen konnte unter Annahme einer gaulischen
Normalverteilung die 10. und 90. Perzentile berechnet und diese fiir GFR, renales P-gp

und MRP2 in das Modell (ibertragen werden.

Laut der National Kidney Foundation liegt die mittlere glomeruldre Filtrationsrate
zwischen 2 und 12 Jahren fiir Jungen und Madchen bei etwa 133 + 27 ml/min/1,73m?

Kérperoberflache 7

. Demnach lassen sich Schwankungen zwischen 98,4 und 167,7
ml/min/1,73m? (berechnete 10. und 90. Perzentile bei angenommener gauRscher
Normalverteilung) verzeichnen, sprich Schwankungen von 26% um den Mittelwert.
Bezogen auf die GFR von 34,86 ml/min des simulierten SP (Standardpatienten) der
Kohorte wurden somit physiologische Schwankungen der GFR zwischen 25,8 und 44,0

ml/min angenommen.

Ahnlich wurde fiir renales P-gp und MRP2 verfahren. Guo et al. bestimmten nur Km-
Werte, die Vmax-Werte wurden unter Berlicksichtigung der transportervermittelten
Permeabilitdat an die Plasmaspiegel der dem Modell zugrunde liegenden Patienten
gefittet (vgl. Kersting 2011) %°. Da es sich bei dieser Untersuchung allerdings um
transfizierte MDCK-II-Zellen (Madin-Darby-Kaninchen-Nieren-Zellen) handelte, wurde
hier auf andere Werte zurlickgegriffen, um die physiologische Schwankungsbreite der

renalen Transporterkinetiken abzuschatzen.

Kim et al. untersuchten dazu die Expressionsmuster von mehreren Transportern in
normalen Nierengewebe, wobei in 39 Gewebeproben ein P-gp zu B-2-Mikroglobulin-
Verhiltniss mit einer Schwankungsbreite von 0,05 - 1,35 gefunden werden konnte. Der
Mittelwert lag bei 0,73 + 0,29, der VK (Variationskoeffizient) lag bei 40% ’!. Die den
Studiendaten entnommene 90. Perzentile lag bei 1,04 (+ 42%), die 10. Perzentile bei

0,34 (- 53%).
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Hilgendorf et al. erforschten die Expression von 36 Transportergenen in der
menschlichen Niere und fanden fiir P-gp einen VK von etwa 40%, die errechnete

Standardabweichung fiir MRP2 war mit einem VK von tber 60% noch groRer >°.

Im Modell wurden nun ein VK von 40% angenommen. Bei zugrunde gelegter gauRscher
Normalverteilung ergaben sich so Schwankungen beider Transporterkinetiken von 51%
um den hier implementierten Mittelwert. Dies bedeutete eine Veranderung von Vmax
flir MRP2 und P-gp von ehemals 0,45 bzw. 0,15 pmol/min/g Gewebe auf 0,68 bzw. 0,22
umol/min/g Gewebe respektive 0,23 bzw. 0,07 pumol/min/g Gewebe.

Zur exemplarischen Gegeniberstellung von starker und schwacher renaler Funktion
wurden zwei Simulationen durchgefiihrt. Erstere implementierte die niedrigen Werte
flir GFR und Vmax und spiegelte somit eine erniedrigte renale Etoposidausscheidung
wieder. Die zweite Simulation erzeugte reziprok eine erhohte Etoposidausscheidung
durch einfligen der hohen GFR- und Vma-Werte. Abbildung 29 zeigt die

Plasmaspiegelverlaufe im Vergleich zum SSP.

Concentration [mg/ ]

-
Y e L
-

0.1F -

0.01

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20
Time [h]
Abbildung 29: Simulierte Plasmaspiegel fiir gesamtes (solide) und ungebundenes (gestrichelt) Etoposid

in mg/L; blau: erniedrigte Nierenfunktion, schwarz: durchschnittliche Nierenfunktion (SSP), rot:

erhohte Nierenfunktion
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Es zeigten sich Verdnderungen der Etoposidplasmaspiegel und konsekutiv der AUC
(zwischen 283 und 447 mg*h/L) von etwa +32% bzw. -16% zum
Standardsimulationspatienten, im gleichen Bereich schwankten auch die maximal
erreichten Plasmaspiegel. Die renale Exkretion war fiir etwa 47 - 66% der Eliminierung
verantwortlich, reziprok schwankte auch die hepatische Metabolisierung zwischen

etwa 27 und 43% (siehe Tabelle 15).

renale Crmax AUC CL tie Exkretion Metabolisation
Funktion mg/L | mg*h/L | ml/min/kg h Renal Biliar CYP3A4 | UGT1A1

Normal 3,53 338,62 0,876 16,56 59,9% 7,3% 29,9% 2,9%
erniedrigt 4,35 447,43 0,663 13,69 46,7% 9,6% 39,2% 3,8%

erhoht 2,95 283,05 1,048 18,41 66,3% 6,1% 24,9% 2,4%

Tabelle 15: Simulierte erhohte und erniedrigte renale Funktion mit pharmakokinetischen Ergebnissen

und Exkretionsfraktionen

Zur Beleuchtung des Einflusses der glomeruldren Filtration ohne Verdnderung der
tubuldaren Sekretion wurde diese nun getrennt verandert. Es wurde zuerst eine
Veranderung auf die Werte der zuvor berechneten 10er- und 90er-Perzentilen
vorgenommen. Hierbei zeigten sich Verdanderungen des Steady-State-Spiegels auf 3,41
bzw. 3,66 mg/L. Die Schwankung betrug folglich nur etwa 4%, weshalb eine
Veranderung um drei Standardabweichungen simuliert wurde. Bezogen auf den SP
resultierten Werte von 13,63 bzw. 56,09 ml/min. Die maximalen Plasmalevel betrugen

3,26 bzw. 3,84 mg/L. Die Schwankung erreichte demnach -8% bzw. +9%.

Der Einfluss der tubuldren Sekretion wurde ahnlich beleuchtet. Hier zeigten sich bei
reiner Veranderung der Maximalgeschwindigkeiten fur P-gp und MRP2 entsprechend
der oben erwahnten Werte Plasmaspiegel von 2,95 bzw. 4,35 mg/L, also

Veranderungen von -16 und +23%.

Die tubuldre Sekretion hat also im Modell einen groBeren Einfluss auf die

Etoposidexkretion als die reine glomerulare Filtration.
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3.5 Einfluss der Proteinbindung

Da die freie Fraktion des im Plasma transportierten Etoposids, also der ungebundene
Anteil, groBen Einfluss auf Pharmakokinetik wie Pharmakodynamik hat, wurde an
dieser Stelle im Modell ihr Einfluss auf Plasmaspiegel, AUC und Clearance bestimmt.
Durch Verdrangung aus der Proteinbindung sowie durch Verdanderungen der
Bindeproteinkonzentration im Blut (hauptsachlich Albumin) kann es interindividuell zu

unterschiedlichen freien Fraktionen kommen.
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Abbildung 30: links Histogramm der individuellen freien Fraktionen der NB-97-Kohorte (n = 102),

rechts Box Plot, Box mit Median sowie 25. und 75. Perzentile, Fiihler zeigen 10. und 90. Perzentile an

Die freie Fraktion (Berechnung zuvor erldutert) in der NB-97-Kohorte schwankte
zwischen 2,18 - 10,53% (n = 102). Der Median lag, wie vorher beschrieben, bei 4,56%,
der Mittelwert bei leicht rechtsschiefer Verteilung bei 4,82 + 1,71% (arithmetischer
Mittelwert). Abbildung 30 zeigt die Verteilung der Werte als Histogramm. Fir die
Simulation von z.B. verminderter Bindekapazitit oder Verdrangung aus der
Proteinbindung durch konkurrierende Substanzen mit konsekutiv erhéhten freien
Fraktionen wurde der Wert der 90. Perzentile der Kohorte herangezogen. Stark
erhéhte Plasmabindung z.B. durch erhohte Albuminfraktionen oder verdnderte
Bindungseigenschaften wurde durch Implementieren des Wertes der 10. Perzentile
der freien Fraktionen der Kohorte simuliert. Abbildung 30 zeigt ebenfalls die Verteilung

als Boxplot, die Fihler entsprechen der 10. und 90. Perzentile.
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Concentration [mg/1]

04t ot
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Abbildung 31: Simulierte Plasmaspiegelverldufe fiir gesamtes (solide) und ungebundenes (gestrichelt)

Etoposid in mg/L; blau: fu=7,15%, schwarz: fu=4,56% (SSP), rot: fu=3,06%

Nach Implementierung einer freien Fraktion von 7,15% ins Modell zur Simulation einer
verminderten Proteinbindung stieg die beobachtete Clearance von 0,876 ml/min/kg
auf 1,354 ml/min/kg, also um 55%. Entsprechend sanken AUC und Cmax auf 65% des

Ausgangswertes. Der erreichte Steady-State-Spiegel lag nur noch bei etwa 2,3 mg/L
und sank somit um etwa 1,2 mg/L.

Zur Simulation einer erniedrigten freien Fraktion wurde diese, entsprechend der 10.
Perzentile, auf 3,06% gesenkt. Es zeigte sich eine Erh6hung von AUC und Cmax um etwa

48%, die Clearance sank um 32%. Tabelle 16 gibt die gesamten Ergebnisse wieder.

fu=4,56% 3,53 338,63 0,161 15,44 0,876 16,56
fu =3,06% 5,21 500,58 0,159 15,32 0,592 12,43
fu=7,15% 2,28 218,94 0,163 15,65 1,354 20,30

Tabelle 16: Pharmakokinetische Simulationsergebnisse fiir gesamtes und ungebundenes Etoposid je

nach simulierter freier Fraktion (fu)
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Die Exkretionsfraktionen verdanderten sich kaum (renale Exkretion 59,6 - 60%, bilidre
Exkretion 7,3 - 7,4%, Metabolisation via CYP3A4 29,8 - 30,1%, Metabolisation via
UGT1A1 2,9%).

Die simulierten Plasmaspiegel des freien Etoposid zeigten Verdnderungen von
maximaler Plasmakonzentration (Bereich Cmax: 0,159 - 0,163 mg/L) und AUC (Bereich
15,32 - 15,65 mg*h/L) zwischen erhdhter und erniedrigter freier Fraktion von nur 2,5%

(siehe Tabelle 16).
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3.6 Einfliisse der simulierten K6rperzusammensetzung

Der simulierte SSP der NB-97-Kohorte lag im Perzentilendurchschnitt von Jungen seines
Alters, Gewicht und GroRRe lagen nah der 50. Perzentile. Die nach Mosteller berechnete

Korperoberfliache belief sich auf 0,57 m2.

Da PK-Sim® die Organvolumina und Blutflusswerte von Alter, KorpergroBe und
Korpergewicht ableitet, ergeben sich somit durch Veranderungen dieser Werte auch
unterschiedlicher Kérperzusammensetzungen. Um deren Einfluss im Modell bei gleich
bleibender KOF und somit gleicher berechneter Dosis zu untersuchen, wurden an
dieser Stelle vier VI gegeniber gestellt, die Anhand der 3. und 97. Perzentile errechnet
wurden. Entsprechend dem Alter des Patienten von 2,39 Jahren und dessen
Korperoberflache von 0,57 m? wurden jeweils die GroRen und Gewichte der 3. und 97.
Perzentile genutzt, um die nach Mosteller resultierenden fehlenden Werte zu

berechnen. Hierzu verwendete Formeln (KG: Korpergewicht; KL: Korperlange = Grofle):

KG = KOF? x 3600 / KL KL = KOF? x 3600 / KG
Bezeichnung Ausgangswert KOF (m?) Berechneter Wert
VI-A GroRe der 3. Perzentile (ca. 84 cm) 0,57 13,7 kg
VI-B GroRe der 97. Perzentile (ca. 97 cm) 0,57 11,9 kg
VI-C Gewicht der 3. Perzentile (ca. 10 kg) 0,57 115cm
VI-D Gewicht der 97. Perzentile (ca. 16 kg) 0,57 72 cm

Tabelle 17: Berechnete Korperlangen und Gewichte zu einer angenommen Korperoberflache von 0,57

m? unter Anwendung der Formel nach Mosteller

Fir die virtuellen Individuen VI-A und -B lagen die berechneten Gewichte auf der 25er-
bzw. 50er-Perzentile. Fiir die VI-C und -D erreichten die errechneten KorpergréRen
Werte, die weit unter der 3. (- 14%) bzw. Uber der 97. Perzentile (+ 19%) lagen (12 cm
kleiner bzw. 18 cm groRer). VI-C und -D wurden daher nicht weiter simuliert. VI-A hatte
somit einen BMI von 19,4 kg/m? und war somit adipds, VI-B einen BMI von 12,6 kg/m?
und somit kachektisch (3. Perzentile 14,4 kg/m?; 97. Perzentile 19,3 kg/m?; jeweils
nach , Alter gegen BMI“-Tabellen der CDC 29).
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Fir VI-A und -B wurden durch Abdnderung von KorpergrofRe und Gewicht die
veranderte Korperzusammensetzung im Modell generiert und simuliert. Dabei zeigten
sich bei gleicher Dosis (da gleich bleibende Korperoberfliche) Einflisse auf die
erwarteten  maximalen  Steady-State-Spiegel. = Abbildung 32  zeigt die

Plasmaspiegelverlaufe im Vergleich zum SSP.

Concentration [mg/[]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Time [h]

Abbildung 32: Simulierte Plasmaspiegelverldufe fiir gesamtes (solide) und ungebundenes (gestrichelt)

Etoposid in mg/L; blau: VI-B (kachektisch) , schwarz: SSP, rot: VI-A (adip6s)

Exemplarisch waren hier Veranderungen von Cmnax und AUC von + 11% sowie - 9% zum
SSP zu konstatieren. Die Metabolisations- und Exkretionsfraktionen zeigten kaum
Unterschiede (siehe Tabelle 18). Aufgrund unterschiedlichen Koérperbaus sind im

Modell Schwankungen der AUC um das 1,2-fache zu simulieren.

SSP 3,53 338,63 0,876 16,56 | 59,9% | 7,3% 29,9% 2,9%
VI- A (adip6s) 3,91 374,93 0,734 15,88 | 60,6% | 7,2% 29,3% 2,8%
VI-B (kachektisch) | 3,19 306,23 1,035 16,09 | 59,5% | 7,4% 30,2% 2,9%

Tabelle 18: SSP, VI-A und VI-B mit berechneten pharmakokinetischen Werten
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3.7 Populationspharmakokinetische Simulationen

Unter Verwendung des PK-POP-Moduls von PK-Sim® wurde die abgeschatzte
Streubreite einer simulierten Population untersucht. Die Grundlage bildeten die
mittleren Werte der einbezogenen Patienten, wie bereits im Methodenteil erldutert
(siehe 2.4). Das Alter wurde zwischen 2,31 und 2,48 Jahren festgelegt. Die Grof3e
schwankte zwischen 87,4 und 92,4 cm (25. und 75. Perzentile), das Gewicht zwischen
12,4 und 13,3 kg (25. und 50. Perzentile). PK-Sim® erzeugte 500 Individuen mit einem
Geschlechterverhiltnis von 1:1. Die Verteilung der anthropometrischen Daten zeigt

Abbildung 33 als Histogramme.

No. No.
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Abbildung 33: Histogramme der Alters-, Gewichts-, Gr6Ben- und BMI-Verteilung der Population, n =

500, Frauen:Manner = 1:1
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Durch diese Variation schwankten ebenfalls die errechneten OrgangréBen und
Blutflussraten. Exemplarisch werden diese in Abbildung 34 anhand von Nieren, Leber

und Herz dargestellt.

No No
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= = =
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Abbildung 34: Histogramme der Verteilung von exemplarischen Organvolumen und —Durchblutungen

Da die implementierten Enzym- und Transporterkinetiken im Modell auf ihre Aktivitat
pro Gramm Organgewebe heruntergerechnet werden, fiihren die so simulierten
unterschiedlichen Organvolumen und —gewichte somit auch zu unterschiedlichen
Organfunktionen. Die Aktivitat pro Gramm Gewebe bleibt dabei allerdings fiir jedes
simulierte Individuum gleich. Auch dies wurde bereits im Methodenteil ausfiihrlich

erlautert.

Die hier erzeugte Population unterschied sich in ihrer Kérperzusammensetzung. So lag

z.B. das errechnete Nierenvolumen zwischen 50 und 225 mL, die Nierendurchblutung
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schwankte zwischen 200 und 600 mL/min. Ahnliche Schwankungsbereiche zeigten
auch andere Kompartimente (Abbildung 34). Der BMI lag mit etwa 14,5 bis 17,5 kg/m?

in etwa zwischen der 5. und 85. Perzentile (CDC Growth Charts 2°).

3.7.1 Einfluss unterschiedlicher Kérperzusammensetzungen

Aus den somit simulierten Unterschieden der Korperzusammensetzung in Bezug auf
OrgangroBe, -gewicht und -durchblutung und somit auch —funktion ergaben sich

Schwankungen der simulierten Etoposid-Plasmakonzentrationen.

Concentration [mg/ 1]

1,00E+007;

1,00E-017

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120
Time [h]

Abbildung 35: Gesamtes Etoposid der simulierten Population; rot: Maximal- und Minimalwert,

Dunkelblau: Median, Blau: 10., 25., 75. und 90. Perzentile

Abbildung 35 zeigt den Plasmaspiegelverlauf fiir das gesamte Etoposid, Tabelle 19 gibt
die zugehérigen Werte wieder. Zur besseren Ubersicht wurden nur Maximal- und
Minimalverlauf sowie Median, 10., 25., 75. und 90. Perzentile dargestellt (siehe
Abbildung 35). Es zeigte sich ein Schwankungsbereich der maximalen Konzentration
von 2,57 - 6,28 mg/L. 80% der AUC-Werte lagen -16% und +23% um den Median. Auch
die berechnete Clearance schwankte zwischen 0,5 und 1,17 ml/min/kg, also um mehr

als das Zweifache (siehe Tabelle 19).
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Cmax (mg/L) AUC (mg*h/L) CL (ml/min/kg) t% (h)

Maximum 6,28 603,24 0,50 11,69
90. Perzentile 4,38 420,47 0,72 14,46
75. Perzentile 3,96 380,48 0,77 14,02
Median 3,57 342,2 0,86 15,42

25. Perzentile 3,23 310,14 0,94 17,33
10. Perzentile 3,01 288,17 1,04 16,54
Minimum 2,57 246,36 1,17 19,58

Tabelle 19: Werte der entsprechenden Plasmaspiegelverldufe aus Abbildung 35

3.7.2 Variation von Enzymkinetiken und freier Fraktion

In einem weiteren Schritt konnte die Streuung der dem Modell zugrunde liegenden
Enzymkinetiken, Transporterkinetiken, der freien Fraktion oder Ahnlichem festgelegt
werden. Die einzelnen Anpassungen wurden bereits im Methodenteil erldutert (siehe
2.4). Die freie Fraktion der Neuroblastom-Kohorte zeigte eine lognormale Verteilung
der Messwerte um den Mittelwert von 4,56% mit einer Abweichung um den Faktor
1,42. Dieses wurde ins Modell Gbernommen. Daraus resultierte die in Abbildung 36a
dargestellte Verteilung, die der ebenfalls dargestellten Verteilung der gemessenen

freien Fraktion der Neuroblastom-Kohorte sehr nahe kommt (siehe Abbildung 36b).
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Freie Fraktion in %

a: Freie Fraktion der simulierten Population b: Gemessene Freie Fraktion der Kohorte

Abbildung 36: simulierte (a) und gemessene (b) freie Fraktion, Verteilungen dargestellt als Histogramm

Seite 93



Ergebnisse - 3.7 Populationspharmakokinetische Simulationen

AuBerdem wurden wie im Methodenteil erldutert (siehe 2.4) auch statistische
Verteilungen der Enzymkinetiken fiir CYP3A4, UGT1A1, renales P-gp, MRP2 und die

biliagre Exkretion dem Modell hinzugefiigt.
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Abbildung 37: Verteilung der Enzym-/Transporterkinetiken sowie GFR und bilidrer Exkretion
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Dabei wurde jeweils eine logarithmische Normalverteilung angenommen. Die GFR
hingegen wurde entsprechend einer gaulRschen Normalverteilung simuliert. Die
Verteilung der Enzymkinetiken (Vmax) der oben genannten Transporter und Enzyme

stellt Abbildung 37 als Histogramme dar.

Die so entstandene Population unterschied sich somit in simulierter OrgangréRe und
Korperzusammensetzung, die jeweilige Organdurchblutung schwankte zwischen den
simulierten Individuen (wie bereits in der vorigen Untersuchung, siehe 3.7.1 Einfluss
unterschiedlicher Koérperzusammensetzungen). AuBerdem variierten die jeweiligen

Exkretions- und Metabolisationsgeschwindigkeiten der Organe und die freie Fraktion.

Unter Berticksichtigung dieser interindividuellen Schwankungen erzeugte PK-Sim® nun
Plasmaspiegelverldufe, die starker gestreut waren. Aufgrund der hohen Anzahl von 500
Simulationen wurden auch hier die jeweiligen Perzentilen angegeben (siehe Abbildung

38).
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Abbildung 38: Gesamtes Etoposid der simulierten Population; rot: Maximal- und Minimalwert,

Dunkelblau: Median, Blau: 10., 25., 75. und 90. Perzentile

Diese Streuung wurde nun mit der beobachteten Streuung der Messwerte unter den
38 Patienten der Neuroblastom-Kohorte verglichen. Die Werte der 24h- und 96h-

Simulationsergebnisse im Vergleich zu den beobachteten Messwerten gibt Abbildung
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38 sowie die dazugehdrige Tabelle 20 wieder. Betrachtet man 10. und 90. Perzentile, so

lassen sich Schwankungen der AUC um das 2,7-fache simulieren (insgesamt 10-fach).

Cmax (mg/L) AUC (mg*h/L) CL (ml/min/kg) t% (h)

Maximum 11,65 1126,37 0,26 14,04
90. Perzentile 6,04 579,63 0,49 10,95
75. Perzentile 4,70 451,5 0,66 13,22
Median 3,62 347,15 0,83 15,16

25. Perzentile 2,86 274,59 1,09 18,71
10. Perzentile 2,25 215,48 1,32 19,4
Minimum 1,11 106,82 2,71 25,32

Tabelle 20: Werte der entsprechenden Plasmaspiegelverlaufe aus Abbildung 38

Die Simulation zeigte leicht hohere Werte, besonders im frihen Bereich der
Dauerinfusion (24h-Messwert), wo die Werte im Schnitt etwa 0,4 mg/L lber den
gemessenen lagen. Zu den 96h-Zeitpunkten zeigten sich geringere Abweichungen, die

Messwerte lagen im Schnitt nur 0,2 mg/L unter den Simulierten.
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Abbildung 39: Darstellung der Streuungsbreite als Boxplots, Fiihler geben 10. und 90. Perzentilen,

Punkte Maxima und Minima, Box 25. bis 75. Perzentile und der graue Strich den Median wieder
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Simulierte Werte (mg/L) Messwerte (mg/L)
24h-Wert 96h-Wert 24h-Wert 96h-Wert

Maximum 8,33 11,15 7,95 10,91
90er Perzentile 5,46 5,98 4,99 6,09
75er Perzentile 4,58 4,83 4,14 4,49
Median 3,67 3,77 3,05 3,33

25er Perzentile 2,8 2,84 2,13 2,68
10er Perzentile 2,25 2,27 1,65 2,13
Minimum 1,27 1,28 0,97 0,98

Tabelle 21: Vergleiche der gemessenen und beobachteten Werte

3.7.3 Adipose und kachektische Patienten

In Abschnitt 3.7.1 wurde bereits beschrieben, welchen Einfluss die unterschiedlich
simulierten Kérperzusammensetzungen auf die erwarteten Plasmaspiegel haben. Hier
wurden nun zwei Populationen mit einem BMI kleiner der 5ten und grofRer der 95ten

Perzentile gegentiibergestellt und mit den Messwerten verglichen.

Beide Populationen hatten denselben Altersbereich (2,31-2,48 Jahre) und die gleiche
KorpergroBe (90,6cm). Der BMI wurde zwischen 19,3-21 kg/m? bzw. 13-14,4 kg/m?
festgelegt. Die hieraus erzeugten Populationen hatten durchschnittliche Gewichte von
16,5kg bzw. 11,6kg, wonach die KOF und die jeweilige Gesamtdosis berechnet wurden
(Adip6se Population: mittlere KOF 0,64m? = 258mg Gesamtdosis; kachektische
Population: mittlere KOF 0,54m? = 216mg Gesamtdosis). Die GFR wurde ebenfalls
anhand der Mittelwerte nach Hayton berechnet (40,24 + 6,02 ml/min bzw. 33,14 + 4,98
ml/min). Weiterhin wurden die oben beschriebenen I[IV der Enzym- und
Transporterkinetiken implementiert sowie die Schwankungen von freier Fraktion und

GFR.

Es ist zu erwdhnen, dass die Dosisberechnung so flir manche simulierte VIs vom korrekt
nach KOF berechneten Wert abweichen wird. Die Abweichungen der von PK-Sim®
berechneten Gesamtdosis von der eigentlich nach KOF zu verabreichenden Dosis

bleiben aber unter +3%.
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Die simulierten Plasmaspiegel von adipdsen Individuen lagen deutlich (iber den

Plasmaspiegeln der kachektischen Patienten, aber auch Gber den tatsachlich in der NB-

97-Kohorte gemessenen Spiegeln. Hier ist zu erwdhnen, dass die eingeschlossenen

Patienten insgesamt fiir ihre GroRe eher zu leicht waren. Dargestellt sind die Ergebnisse

in Abbildung 40 und Tabelle 22.

Simulationsergebnisse Simulationsergebnisse Messwerte (mg/L) der
adipose Population kachektische Population NB-97-Kohorte

Maximum 9,35 7,37 10,91
90. Perzentile 6,26 4,86 6,09
75. Perzentile 5,16 3,93 4,49
Median 4,12 3,3 3,33

25. Perzentile 2,95 2,49 2,68
10. Perzentile 2,38 2,01 2,13
Minimum 1,99 1,52 0,98

Tabelle 22: Perzentilen der Simulationsergebnisse fiir adipose (> 95. BMI-Perzentile) und kachektische

Patienten (<5. BMI-Perzentile), zum Vergleich die Messwerte der NB-97-Kohorte

freie Etoposidkonzentration in mg/L
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Abbildung 40: Zur besseren Vergleichbarkeit als Boxplots aufgetragen sind: Verteilung der

Plasmaspiegel einer adiposen und einer kachektischen Patientenkohorte (je n=100) sowie die

Messwerte der eingeschlossenen Patienten zum Vergleich
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3.7.4 Ungebundenes Etoposid

Weiterhin wurde die Streuung der freien Etoposidkonzentration untersucht. Hierzu
wurde erneut die bereits im Methodenteil beschriebene Population herangezogen
(siehe 2.4). Der Alter-, Gewichts- und GréBenbereich richtete sich nach dem Median
der NB-97-Kohorte. Die IIV der Enzym- und Transporterkinetiken, der GFR und der
freien Fraktion wurden auch hier implementiert. Die Kohorte entsprach exakt der in
Abschnitt 3.7.2 verwendeten. Abbildung 41 gibt die Streuung der Plasmaspiegel fir

ungebundenes Etoposid wieder.

Concentration [mg/ ]

1,00E-011///

1,00E-027

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time [h]
Abbildung 41: Freies Etoposid der simulierten Population; rot: Maximal- und Minimalwert,

Dunkelblau: Median, Blau: 10., 25., 75. und 90. Perzentile

Die Simulation erzeugte einen Bereich von 0,108 — 0,297 mg/L, also eine Schwankung
um das Dreifache. Die Messwerte zeigten Schwankungen um das Elffache, der Bereich
lag zwischen 0,031 — 0,353 mg/L. Die hier dargestellte Streuung der Plasmaspiegel fir
ungebundenes Etoposid erreichte nicht die Streuung der gemessenen Werte flr

ungebundenes Etoposid.

Auch hier lagen die Mediane der Simulation hoher als die Mediane der gemessenen
24h- und 96h-Werte fiir ungebundenes Etoposid. Die entsprechenden Boxplots werden

in Abbildung 42 dargestellt, Tabelle 23 gibt die Werte wieder.
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0,4

0,35 . .

’ -
0,25 1
024 - @ @ _— D .
s | =3 | — | N

0,05 1 .

freie Etoposidkonzentration in mg/L

24h -simuliert  24h - beobachtet 96h -simuliert  96h - beobachtet
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Abbildung 42: Darstellung der freien Etoposidkonzentrationen als Boxplots, Fiihler zeigen 10. bis 90.

Perzentilen, Punkte Maxima und Minima, Box 25. bis 75. Perzentile und graue Striche den Median

Maximum 0,271 0,297 0,353 0,344
90. Perzentile 0,189 0,203 0,259 0,282
75. Perzentile 0,173 0,181 0,193 0,207

Median 0,155 0,161 0,147 0,138

25. Perzentile 0,142 0,146 0,102 0,113
10. Perzentile 0,129 0,134 0,08 0,096
Minimum 0,107 0,108 0,031 0,041

Tabelle 23: Vergleiche der gemessenen und beobachteten Werte fiir ungebundenes Etoposid
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3.7.5 Exkretions- und Metabolisationsfraktionen

Als letzter Schritt wurden die simulierten Schwankungen der Exkretions- und

Metabolisationsfraktionen anhand der Standardpopulation (siehe Methodenteil 2.4)

untersucht (siehe Abbildung 43). Die simulierte renale Ausscheidung war in 80% der

Falle fir 50,2 - 69,4% der Ausscheidung verantwortlich, insgesamt fiir 36 - 85% der

Gesamtausscheidung. Die bilidre Ausscheidung kommt auf 4,3

10,6% (80%,

Gesamtbereich zwischen 2 - 20,8%), die gesamte Metabolisation via CYP3A4 ist zu 21 -

38,2% beteiligt, UGT1A1 sorgt flir die Verstoffwechselung von 1,9 - 4,5% der

Gesamtdosis (Bereich CYP3A4 11 — 48,6%, UGT1A1 0,8 — 7,3%).
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Abbildung 43: Simulationsergebnisse: Exkretions- und Metabolisationsfraktionen der Population, wie

zuvor gibt rot die Maxima und Minima der Population wieder, dunkelblau den Median und blau die

10., 25., 75. und 90. Perzentile
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3.8 Dosierungsregime bei Kleinkindern

PK-Sim® bietet in seinem PK-POP-Modul die Maoglichkeit, einer simulierten
Patientenkohorte eine fixe Dosis oder aber eine nach kg Korpergewicht berechnete
Dosis zu verabreichen (eine Dosierung nach m? KOF ist nicht moglich). Dies wurde
genutzt, um eine fixe Dosis unabhadngig von Gewicht oder Koérperoberfliche mit der

korpergewichtsbasierten Dosierung zu vergleichen.

Erzeugt wurde eine Kohorte von 100 VIs mit dem fixen Alter von sechs Monaten.
Korpergewicht und Korperlange wurden nicht festgelegt und schwankten im
physiologischen Bereich. Die GFR wurde nach Hayton >3 berechnet und entsprechend
den mittleren Werten der Population (GroRe 65,3cm; Gewicht 7,2 kg,; KOF 0,36m?) auf
14,94 mlL/min festgelegt. Die Aktivitat fur CYP3A4 und P-gp wurde unter
Bericksichtigung der Ontogenie (siehe Tabelle 6) auf 276 pmol/min/g Gewebe bzw. 149

nmol/min/g Gewebe gesetzt. Weitere Variabilitdten wurden nicht eingebaut.

Es folgten zwei Simulationsdurchldufe. Die erste arbeitete mit einer festen Dosis von
121 mg fiir jedes VI der Population. Diese Dosierung entsprach umgerechnet 4,2 mg/kg
KG fur das mittlere Gewicht der Kohorte. Der zweite Simulationsdurchlauf arbeitete mit
einer Dosierung nach 4,2 mg/kg KG, wie sie auch im NB-97-Protokoll durchgefiihrt
wurde. Die Verteilung der Simulationsergebnisse (Cmax) zeigen die Boxplots in

Abbildung 44, die dazugehorigen Daten gibt Tabelle 24 wieder.

Perzentilen 4,2 mg/kg pro Tag (mg/L) 133,2 mg fixe Dosis (mg/L)
Maximum 15,2 14,13
90er Perzentile 10,51 10,54
75er Perzentile 8,9 8,59
Median 6,99 6,83
25er Perzentile 5,28 5,28
10er Perzentile 3,75 4,06
Minimum 1,93 2,05

Tabelle 24: Perzentilen der maximalen simulierten Etoposidkonzentrationen in mg/L
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Die Boxplots zeigen kaum Abweichungen voneinander. Die Streuung ist fast identisch,
unter gewichtsbasierter Dosierung minimal groRer (8-fach gegen 7-fach). Der Median

ist vergleichbar.

16

14 ¢

Etoposidkonzentration in mg/L
(o)

fixe Dosis (121 mg) 4,2 mg/kg pro Tag
(n=250) (n =250)

Abbildung 44: Darstellung der Perzentilen als Boxplots zur besseren graphischen Beurteilung

Untersuchte man die Korrelationen von Kérpergewicht, Korpergrofle und BMI mit den
jeweiligen Cmax-Werten beider Simulationen, so zeigten sich jeweils nur geringe
Korrelationen. Die simulierten maximalen Spiegel bei Dosierung nach KG korrelierten
positiv mit BMI, GroRRe und Gewicht (r = 0,16 bis 0,35), unter fester Dosis korrelierten
diese negativ (r = -0,09 bis -0,13). Die groRte Korrelation bestand zwischen Cmax unter

KG-Dosierung und dem Korpergewicht (r = 0,35), was so zu erwarten war.
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3.8.1 Dosierung fiir Kinder < 1 Lebensjahr im NB-97-Regime

Kinder zwischen 0,5 und 1 Lebensjahr werden im NB-97-Regime nach kg KG dosiert.
Dabei bezieht sich diese Dosierung wie in der Einleitung erldutert auf 125 mg/m? (siehe
NB-90-Regime) und nicht auf die im NB-97-Studienprotokoll verwendete Dosierung von
100 mg/m? fur Kinder > 1 Lebensjahr. Decius konnte in ihrer Untersuchung zeigen, dass
nach kg KG dosierte Kinder und Kinder < 1 Lebensjahr hohere Etoposidspiegel
aufwiesen als andere (siehe Dissertationsschrift 1.K. Decius 2009 3°). Hier wurde nun
untersucht, ob das Modell diese hoheren Spiegel ebenfalls erzeugt und welche
Plasmaspiegel eine der 100 mg/m? Dosis entsprechende kg KG Dosierung (100 mg/m? /
30kg/1m? = 3,33 mg/kg) im Modell erzeugt.

Hierzu wurde eine Population (n = 250, weiblich zu mannlich 1:1) mit einem
Altersbereich zwischen 0,5 und 1 Jahr erzeugt. GréBen- und Gewichtsbereich wurden
nicht vorgegeben, so dass PK-Sim® hier eine realistische Population anhand der
hinterlegten Perzentilenkurven erzeugte. Die GFR wurde auf 19,72 + 3,11 ml/min
festgelegt (flir das mittlere Gewicht eines 0,75-jahrigen Jungen nach Hayton
berechnet). Die Dosis wurde einmal mit 16,8 mg/kg Gber 96h (entspricht 4,2 mg/kg KG)
sowie mit 13,3 mg/kg Uber 96h eingeflgt (entspricht 3,33 mg/kg KG liber 4 Tage).
CYP3A4 wurde auf 309 pmol/min/g festgelegt (entsprechend der Ontogenie bei einem
mittleren Alter von 0,75 Jahren). AuBerdem wurden die bereits zuvor zugrunde
gelegten IIV der Enzymkinetiken, der GFR und der freien Fraktion implementiert.

Weitere Parameter wurden nicht angepasst.

Es zeigt sich, dass das Modell erwartungsgemal hohere Etoposidspiegel der Kohorte
bei 4,2 mg/kg basierter Dosierung erzeugt. Der Median der Simulation liegt mit 4,31
mg/L statt 3,33 mg/L etwa 1 mg/L liber dem Median der Messwerte der gesamten
Kohorte (siehe Tabelle 25). Reduziert man die Dosis pro kg auf eine aquivalente
Dosierung zu 100 mg/m?, also 3,33 mg/kg, so simuliert man leicht niedrigere Spiegel
als im Mittel in der gesamten Kohorte gemessen wurden. Mehr als 99% der simulierten

Werte lagen allerdings bei Giber 1 mg/L (1. Perzentile bei 1,09 mg/L).
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Maximum 12,19 9,09 10,91
90. Perzentile 7,26 5,04 6,09
75. Perzentile 5,18 3,96 4,49

Median 4,31 3,26 3,33

25. Perzentile 2,86 2,41 2,68
10. Perzentile 2,32 1,85 2,13
Minimum 1,14 0,93 0,98

Tabelle 25: Werte der Perzentilen, zum einen der simulierten Spiegel nach 4,2mg/kg und reduzierter

3,3 mg/kg Dosierung, zum anderen der Messwerte der eingeschlossenen Patienten
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Abbildung 45: Zur besseren Anschaulichkeit Perzentilen der Tabelle 25 als Boxplots dargestellt
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3.8.2 Dosierung bei eingeschrankter Nierenfunktion

Nach einem Review von C.F. Steward von 1994 18 wurde bereits in der Literatur
diskutiert, bei Patienten mit Kreatininspiegeln Uber 1,4 mg/dl bei gleichzeitig
normwertiger Leberfunktion eine 30%ige Reduktion der Etoposiddosis durchzufiihren,
da diese Patienten in einer Untersuchung signifikant verdanderte Pharmakokinetiken
aufwiesen. Um dies hier weiter zu untersuchen, musste das Modell entsprechend einer
Nierenfunktionseinschrankung angepasst werden. D’Incalci et al. untersuchten die
Etoposidpharmakokinetik bei Patienten mit eingeschriankten Organfunktionen %°. 8
Patienten zeigten eine Kreatininclearance von < 60 ml/min (Mittelwert 27,4 ml/min,
Bereich 4-43 ml/min, ca. 25% der Normalfunktion) und einen Serumkreatininwert > 1,5
mg/dl (Mittelwert 2,6 mg/dl, 1,5-11 mg/dl). Im untersuchten Sammelurin lieBen sich
2,2 — 23% unveradndertes Etoposid nachweisen (n=8), bei nierengesunden

Vergleichpatienten (n=18) waren dies 21-56%.

Zur Generierung der Population wurden hier die Eingabeparameter genutzt, die bereits
in Abschnitt 3.7 beschrieben wurden. Auch die in Abschnitt 3.7.2 erlduterten
Variabilitaten wurden implementiert. Zusatzlich wurden aber die Werte der GFR, MRP2
und renales P-gp auf 25% reduziert. So wurde versucht, einen 75%igen Riickgang der

Nierenfunktion zu simulieren.

Nun wurden zwei Simulationen durchgefiihrt, eine mit der in Abschnitt 3.7
hergeleiteten Dosis von 17,79 mg/kg KG, die andere mit einer um 30% reduzierten
Dosis von 12,46 mg/kg KG. Die Ergebnisse zeigen die Abbildung 46 und Tabelle 26. Die
simulierte Verteilung der renalen Exkretionsfraktion war in beiden Simulationen
deckungsgleich, insgesamt wurden Werte zwischen 12-39% erzeugt. Die so simulierten

Fraktionen lagen somit tGber denen von D’Incali et al. gemessenen.
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Maximum 27,49 11,17 10,91
90er Perzentile 12,89 7,45 6,09
75er Perzentile 10,79 5,16 4,49

Median 8,16 4,39 3,33

25er Perzentile 6,17 3,62 2,68
10er Perzentile 4,81 2,85 2,13
Minimum 2,59 1,64 0,98

Tabelle 26: Perzentilen der Simulationsergebnisse bei reduzierter Nierenfunktion (25%), je n=100
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Abbildung 46: Als Boxplots aufgetragene Verteilung der maximal simulierten Etoposidkonzentrationen

unter urspriinglicher und reduzierter Dosierung, rechts Messwerte der NB-97-Kohorte
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4 Diskussion

Prospektive Simulationen von pharmakokinetischen Parametern und Konzentrations-
Zeit-Kurven im Menschen unter der Verwendung von in vitro - in vivo - Extrapolation
(IVIVE) erlangen einen immer groReren Stellenwert in der Arzneimittelentwicklung 103,
Zhao et al. fanden in einer Untersuchung eine zuletzt stark zunehmende Verwendung
von PBPK-Modellen in der Arzneimittelforschung in Antrdgen an die FDA (food and
drug administration) 32, Dies wird von einigen Autoren auf eine bessere
Softwareversorgung zuriickgefiihrt, mit Hilfe derer sich Simulationen leichter
durchfiihren lassen 1. Andere Autoren ziehen die bessere Verkniipfung von in-vitro

Daten mit in vivo Extrapolationen als Erklarung heran 3.

4.1 Die Kohorte

In dieser Arbeit wurde ein bestehendes Modell fiir Etoposid, welches bereits fir die
Simulation von kindlichen Individuen validiert wurde, fiir weitere Untersuchungen
herangezogen. Mithilfe von physiologiebasierten pharmakokinetischen Simulationen
wurde ein pdadiatrisches Patientenkollektiv nachgebildet, um die Verteilung von
Etoposid und deren Einflussfaktoren im kindlichen Korper naher zu untersuchen. Die
simulierte Patientenkohorte mit 38 Individuen spiegelte eine klassische Gruppe in der
padiatrischen Onkologie wieder. Die Altersspanne reichte von sechs Monaten bis 14
Jahren. Bei nur funf dieser 38 untersuchten Patienten lag die individuelle
Gewichtsperzentile Gber der Langenperzentile, in sechs Fallen lagen Gewicht und
Grof3e auf oder zwischen den gleichen Perzentilen. In 27 Fallen waren die Kinder somit
leichter als ihre GroRRe vermuten liel. Bei zwdlf Kindern lag das Gewicht unterhalb der
altersentsprechenden dritten Perzentile. Das somit beobachtete relative Untergewicht
der Kohorte kdnnte sich moglicherweise darauf zurtickfihren lassen, dass es sich bei

einem malignen Neuroblastom um eine konsumierende Erkrankung handelt.

Die auf den Probenzetteln zu eruierenden Plasmawerte fir GPT, Kreatinin, Harnstoff

und Bilirubin zeigten allesamt keine Extremwerte. Die Messwerte waren bei Weitem
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nicht fur jeden Patienten auf den Probezetteln notiert worden (Kreatinin: n = 89;
Harnstoff: n = 64; Bilirubin: n = 69; GPT: n = 84; jeweils von 127 Datensatzen; siehe

Tabelle 8).

Fir GPT waren mit 55 U/L maximal auf das 2,5-fache des Referenzwertes erhohte
Werte festzustellen, die sich auch durch einen subklinischen Leberschaden im Laufe der
Polychemotherapie erklaren lassen. Hohere GPT-Spiegel korrelierten nicht mit héheren
Etoposidspiegeln (r = 0,01, p = 0,90). Auch die Simulationsergebnisse bzw. deren
Abweichungen von den Messwerten korrelierten nicht mit den GPT-Werten (siehe

Abbildung 18b).

Flr Kreatinin lagen nur sechs Werte eines Patienten liber dem altersentsprechenden
Referenzbereich (bis maximal 1,2 mg/dL). Hohere Kreatininspiegel korrelierten
statistisch signifikant mit hoheren Etoposidspiegeln (r = 0,314, p = 0,003, siehe
Abbildung 19b). Nach Durchfiihrung der Simulationen war kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Simulationsabweichung und den Kreatininwerten

nachzuweisen.

Harnstoff (maximal 35 mg/dL) zeigte keine Werte Uber dem Referenzbereich (13 - 54
mg/dL), hier korrelierten hohere Werte nicht mit veranderten Etoposidwerten. Auch
der Simulationsfehler zeigte keine Abhédngigkeit vom gemessenen Harnstoffspiegel

(siehe Abbildung 20a).

Fir Bilirubin lagen nur vier von 84 Messwerten (iber dem Referenzbereich (bis
0,9mg/dL) und waren mit 1 bzw. 1,1 mg/dL auch nur minimal erhoht. Hohere
Bilirubinspiegel korrelierten dabei negativ mit den gemessenen Etoposidspiegeln (siehe

Abbildung 21a und b). Auf Bilirubin wird spater noch genauer eingegangen.
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4.2 Modellanpassung

Das bereits an Kindern validierte Etoposidmodell fiir PK-Sim® von G. Kersting 7 musste
hier an die Patientenkohorte angepasst werden. Individuelle Abweichungen von
OrgangroRen, Perfusionen, Enzymkinetiken oder anderer, im Modell implementierter
Parameter, waren im Patientenkollektiv nicht bestimmt worden. Individuelle
Abschatzungen der Nieren- oder Leberfunktionen anhand von Laborparametern waren
nicht ausreichend sicher moglich. Die Organfunktionen waren auch nicht anhand von
Exkretionsfraktionen abschatzbar. Es mussten aber Einfllisse weiterer Medikamente

des NB-97-Protokolls bericksichtigt werden.

Cisplatin - Das Hauptaugenmerk der Modellierung lag dabei auf Cisplatin, da dieses
zeitgleich mit Etoposid als 96h-Dauerinfusion verabreicht wurde. Wie bereits im Kapitel
2.2 des Methodenteils beschrieben liegen mehrere Studien vor, die die
Langzeitveranderungen der Nierenfunktion unter Cisplatin beleuchten (Hamilton,
Meijer und Kakihara 47 ® 8). Offermann et al. untersuchten die Nierenfunktion
wiederum nur in den ersten Stunden nach Cisplatingabe °*. So musste ein ungefihrer
Einfluss auf die Nierenfunktionen unter einer 96h-stiindigen Dauerinfusion abgeschatzt
werden. Die in der Literatur beschriebene Widerstandserhéhung der
Nierendurchblutung wurde daher durch eine fiir jeden Patienten gleich herabgesetzte

Nierenperfusion simuliert.

Gleichermallen wurde die durchschnittlich beschriebene Abnahme der GFR bei jedem
Patienten berticksichtigt. Die dabei genutzte Formel nach Hayton °3 schitzte nur eine
mittlere glomeruldre Filtration eines Individuums ab, die in der Formel ausschlielilich
von Alter und Gewicht abhdngt. Diese Formel ist noch nicht flir die Verwendung an

einem untergewichtigen Kollektiv validiert worden.

Da in der Literatur bereits Korrelationen zwischen Kreatinin- und Etoposidclearance
beschrieben wurden, wurde zu Beginn Uber eine Individualisierung der VIs mithilfe der
Krea-CL als eGFR nachgedacht. Auch zeigten die Messwerte der NB-97-Kohorte, dass

hohere Kreatininspiegel mit erhohten gemessenen Etoposidspiegeln korrelierten (siehe
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Abbildung 19). Wie zuvor beschrieben wurde aber aufgrund der starken

Ungenauigkeiten bei jingeren Kindern diese Vorgehensweise verworfen.

Ifosfamid - Ifosfamid, als weiteres potentiell nephrotoxisches Medikament, wurde in
der Simulation nicht bericksichtigt. Wie bereits im Methodenteil erldutert ist bei der
applizierten Dosierung laut einer Untersuchung von Stohr et al. nur in maximal 6,5%
der Félle mit einer klinisch relevanten tubuldren Schadigung zu rechnen, auch wenn in
bis zu 90% subklinische Verdanderungen auftreten kénnen, deren klinischer Einfluss

1200 Ob eine Erfassung der tubuliren Schidigung und deren

fraglich st
Implementierung ins Modell zu einer genaueren Beschreibung bestimmter Individuen

fuhrt, kann hier nicht beantwortet werden.

Eine weitere Individualisierung der Nierenfunktion war somit hier nicht moglich. Da die
Simulationsergebnisse sehr gut die Messwerte der Kohorte wiedergaben, stellen die

implementierten Werte aber eine realistische Schatzung des Cisplatineinflusses dar.

4.2.1 Zyklusabhangigkeit

Um etwaige Einflisse der Zyklen im Sinne einer zunehmenden oder abnehmenden
Clearance durch Organschadigung oder Enzyminduktion auszuschlieffen, wurden die
nach Zyklen getrennten Messwerte auf Unterschiede untersucht. Die Boxplots und die
individuellen Verlaufe lieRen keine grofRen Differenzen zwischen erstem und drittem
Zyklus erkennen. Im zweiten Zyklus zeigte sich eine groRere Abweichung der
Simulationen von den Messwerten. Die Auftrennung zwischen 24h- und 96h-Werten
erklarte sich aus den niedrigeren Messwerten der entsprechenden Patienten zum 24h-
Messpunkt im Vergleich zum 96h-Messpunkt. Warum diese Patienten im zweiten Block
somit am Ende der 96h-Dauerinfusion hohere Messwerte aufwiesen, lie8 sich nicht
ergrinden. Eine dhnliche Aufteilung fand sich bei diesen Patienten weder im ersten
noch im dritten Zyklus. Da somit kein Anhalt fur eine Veranderung der Pharmakokinetik
im Laufe der Therapie zu finden war, wurde auf eine individuelle Anpassung je nach

Zyklus verzichtet.
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4.3 PK-Sim®

Das PBPK-Modell von PK-Sim® greift auf Parameter zuriick, die sich im Allgemeinen in

zwei Teile gliedern lassen:

e Der erste bezieht sich auf speziesspezifische physiologische Parameter, die
unabhdngig vom untersuchten Stoff sind. Dazu zdhlen Korpergewicht,
Gewebevolumen und —gewicht bzw. Gewebedichte, Herzminutenvolumen und
Organperfusionen, Gewebezusammensetzung, Enzym- und
Transporterausstattung sowie die jeweiligen Membranoberflaichen in den

einzelnen Kompartimenten.

e Der zweite Teil enthalt stoffabhdngige Parameter, welche die jeweiligen ADME-

Prozesse in jedem Gewebekompartiment beschreiben.

Es wird nun zuerst auf mogliche Fehlerquellen des ersten Teils eingegangen, bevor im
Weiteren auf die zu beachtenden Stérquellen der substanzabhangigen Parameter

eingegangen wird.

4.3.1 Fehlerquellen stoffunabhédngiger Parameter

Das Modell, welches der Generierung von Individuen zugrunde liegt, errechnet die
jeweiligen Organ- und GewebegroRen sowie Blutflussraten aus den angegebenen
anthropometrischen Parametern Koérpergewicht, Kérperlange, Geschlecht, Rasse und

Alter.

Das pharmakokinetische Verhalten eines Stoffes hangt von den physiologischen
Gegebenheiten  eines Individuums ab. Die von PK-Sim® errechnete
Korperzusammensetzung eines simulierten VI stellt jedoch nur einen gemittelten
Vertreter der entsprechenden Altersgruppe dar, individuelle Abweichungen zum
Beispiel der Organgewichte kénnen nur ins Modell implementiert werden, wenn sie
bekannt sind. Auch wird die Organzusammensetzung in Bezug auf den Gehalt an
Triglizeriden, Phospholipiden, Eiweils oder Wasser nicht altersabhadngig unterschieden

und eine mogliche Verdnderung in der frihen Entwicklung oder im Alter wird vom
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Modell nicht berlcksichtigt '%. Genauso werden Verdnderungen der
Korperzusammensetzung im Krankheitsfall, z.B. bei kachektischen Patienten, vom
Modell nicht bericksichtigt. Auch verdanderte Ernadhrungszustande, chronische
Erkrankungen oder akute toxische Einfliisse kénnen z.B. veranderten Perfusionsraten

nach sich ziehen %5, die hier nicht einbezogen werden.

Fiir zwei simulierte VIs mit gleichem Alter, GroRe, Gewicht und Geschlecht werden
demzufolge die gleichen OrgangroRRen und Blutflussraten angenommen. Dies hat den
Vorteil, dass die Simulationen reproduzierbar werden. Bei gleicher Parametereingabe
ergeben sich immer auch die gleichen Simulationsergebnisse. Es liegt aber nahe, dass
zwei tatsachliche Individuen mit gleichem Alter, GrofRe, Gewicht und Geschlecht nicht

die identische Korperzusammensetzung und Organfunktionen aufweisen.

Weiterhin wird vom Modell Gberschissiges Gewicht durch einen erhéhten Fettanteil
abgebildet. Wenn das Gewicht nicht durch die durchschnittlichen Organ- und
Gewebegewichte erreicht wird, wird die fehlende Masse durch Fettgewebe erzeugt.
Fiir muskulare Individuen stellt dieses Vorgehen somit eine Fehlannahme dar, die

nachtraglich korrigiert werden muss.

4.3.2 Fehlerquellen stoffabhdngiger Parameter

Der zweite Teil der im PK-Sim®-Modell benutzten Parameter ist stoffabhangig, je nach
Eigenschaften des untersuchten Pharmakons ergeben sich somit unterschiedliche
Variablen. Zu diesen zdhlen Membranpermeabilitdten, Proteinbindung, Blut-Plasma-
Verteilungsverhaltnisse, Partitionskoeffizienten fir Gewebe/Plasma und intrinsische
Clearances fiur Metabolisation und Transport. Diese werden Teils in silico errechnet,
also durch dem Modell hinterlegte Formeln aus Stoffkonstanten erzeugt, oder kénnen

aus in vitro Daten ins Modell Gbernommen werden.

Bei in silico gewonnen Daten in diesem Modell handelt es sich um errechnete
Membranpermeabilitdten und Partitionskoeffizienten. Erstere werden von PK-Sim®
anhand des Molekulargewichts abgeschatzt, wobei auch etwaige Halogenanteile

bericksichtigt wurden. Die Partitionskoeffizienten kdnnen nach unterschiedlichen
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Modellen berechnet werden. Das hier verwendete Modell nach Rodgers and Rowland
verwendet unter anderem pK,-Werte, ortlichen pH-Werte und den prozentualen Anteil
des ungebundenen Stoffes der Gesamtstoffmenge (die freie Fraktion fu), um die
jeweilige Verteilung eines Stoffes zwischen Plasma und Gewebe zu berechnen. Die
Autoren konnten dabei zeigen, dass ihre Funktion die experimentell bestimmten Werte
ausreichend gut vorhersagen konnte 103 104 Als gut wurde in der Untersuchung
allerdings ein Wert angesehen, der innerhalb das dreifachen des experimentell

bestimmten Wertes lag (- 66% bis +200%).

Ob dies als ausreichend genau angesehen werden kann ist fraglich. Da die Verteilung
des Stoffes stark von diesen Konstanten abhdngt, haben mdgliche Fehler grolRen
Einfluss auf die errechnete Pharmakonverteilung. So schwankte wie zuvor erlautert die

freie Fraktion zwischen 2,18 und 10,53%.

Im Mittel trafen die hier durchgefiihrten Simulationen aber den von der Kohorte
vorgegebenen Wertebereich fir die Etoposidplasmakonzentration, so dass man davon
ausgehen kann, dass die hier hinterlegte Herangehensweise fir Etoposid einen

ausreichend genauen Ansatz darstellt.
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4.4 Individuelle Simulationen

Nach Anpassen des von G. Kersting entwickelten PK-Sim®-Modells an die dieser
Untersuchung zugrunde liegende Patientenkohorte wurden individuelle Simulationen

durchgefiihrt und deren Ergebnisse mit den gemessenen Plasmaspiegeln verglichen.

Die Messwerte der Kohorte konnten durch individuellen Simulationen nur maRig genau
wiedergeben werden. 80% der Messwerte befanden sich in einem Bereich von #50%
bzw. +1,8mg/L um das jeweilige Simulationsergebnis. Der Pearson-Korrelations-
Koeffizient zwischen Simulation und Messwert lag bei r = 0,395 (p < 0,001, siehe

Abbildung 15).

Die Streubreite der Kohorte konnte durch individuelle Simulationen nicht
wiedergegeben werden, die simulierten Plasmaspiegel bewegten sich in einem Bereich
von 1,75 - 6,06 mg/L um einen Mittelwert von 3,72 + 0,93 mg/L. Die Messwerte
schwankten dagegen zwischen 0,83 - 9,95 mg/L um einen Mittelwert von 3,36 + 1,61

mg/L.

Fir die individuellen Abweichungen lieBen sich keine Abhdngigkeiten vom Alter
aufzeigen. Auch Harnstoff- und Kreatininkonzentration (als Parameter der renalen
Funktion) sowie GPT-Spiegel (als Parameter fiir eine hepatische Schadigung)
korrelierten nicht statistisch signifikant (p<0,05). Die Korrelationsuntersuchungen zur
jeweiligen Simulationsabweichung im Ergebnisteil durch Regressionsgeraden zeigen
allesamt eine leicht negative Steigung (Abbildung 18b, Abbildung 19a, Abbildung 20a),
gleichbedeutend mit einer Tendenz zur Unterschatzung der tatsdchlichen Messwerte

durch die Simulation bei hoheren Plasmaspiegeln von GPT, Kreatinin und Harnstoff.

Nguyen et al. hatten bereits mithilfe von NONMEM® (NONIlinear Mixed Effect Model)
populationspharmakokinetische Untersuchungen der méglichen EinflussgroRen auf die
Etoposidkinetik durchgefiihrt %2, Hier zeigten sich bei Einbeziehung von
Leberenzymspiegeln oder Bilirubinspiegeln keine geringeren VKs der CL, unter

Einbeziehung des Serumkreatinins zeigte sich jedoch eine Abnahme des VK.
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4.4.1 Bilirubin

Fir Bilirubin konnte hier hingegen eine statistisch signifikante Korrelation mit dem
Simulationsfehler gezeigt werden (n=96, r=0,256, p=0,034). Betrachtet man den Graph
(Abbildung 21a und b) so fallt auf, dass ein GroRteil der Korrelation auf eine Gruppe
sehr niedriger Bilirubinspiegel mit grofReren Unterschatzungen der gemessenen
Etoposidspiegel durch die Simulation zurlickzufiihren ist. Dass bei diesen Kindern mit
sehr niedrigen Werten fir Bilirubin tendenziell eher hohe Etoposidkonzentrationen
gemessen wurden, ist ein interessanter Fund. So war der Mittelwert der gemessenen
Etoposidspiegel bei Patienten mit einem Bilirubin < 0,3 mg/dL bei 4,51 + 2,4 mg/L, fur
Patienten mit einem Bilirubin > 0,3 mg/dL lag der Mittelwert bei 2,91 + 1,1 mg/L. Die
Frage, ob hohere Bilirubinspiegel zu einer verstarkten Exkretion oder Metabolisation
von Etoposid fiihren, muss sehr kritisch hinterfragt werden. Nguyen et al. konnten wie
zuvor erwahnt keine Korrelation der Bilirubinspiegel mit pharmakokinetischen

Parametern von Etoposid finden °2.

Da Bilirubin Giber eine Verdrangung von Etoposid aus der Proteinbindung zu hdheren
frei filtrierbaren Fraktionen und damit einer erhohten Exkretion fiihren konnte, wurde
dieser Zusammenhang im untersuchten Patientenkollektiv ndher beleuchtet. Eine
Untersuchung der Korrelation von Bilirubin mit der freien Fraktion von Etoposid konnte

dies nicht belegen (r =-0,16, p = 0,221).

Yong et al. konnten in einer Untersuchung zeigen, dass pratherapeutische
Bilirubinspiegel negativ mit der beobachteten Etoposidclearance sowie dem
Leukozytennadir korrelierten 12°. Dies wiirde aber héhere Spiegel (da niedrigere CL) mit
groBeren Effekten (z.B. tiefer Leukozytennadir) bei pratherapeutisch erhohten
Bilirubinwerten bedeuten. Im hier untersuchten Kollektiv zeigte sich aber eine
statistisch signifikante negative Korrelation zwischen Etoposid- und Bilirubinspiegeln

(siehe Abbildung 21).

Teilweise konnten Studien Bilirubin als einen pratherapeutischen Parameter zur

Abschatzung der Etoposidpharmakodynamik nutzen. So konnten Kaul et al. zeigen, dass
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die hamatologische Toxizitdt von Etoposid signifikant mit der Etoposid-AUC sowie den

pratherapeutischen Albumin- und Bilirubinspiegeln korrelierte 7.

Es lieRe sich darlber spekulieren, ob Bilirubin als Induktor von CYP3A4 und UGT1A1 bei
héheren Bilirubinspiegeln auch zu einer hoheren Metabolisation von Etoposid gefiihrt
haben konnte. Dazu passt die negative Korrelation (r = -0,256 mit p = 0,034, Abbildung
21) der gemessenen Etoposidspiegel mit dem gemessenen Bilirubin, die hohere
Etoposidkonzentrationen bei niedrigeren Bilirubinspiegeln aufzeigt. Da weder die
Exkretionsfraktionen noch Stoffwechselprodukte von Etoposid bestimmt wurden, kann
dies so nur als Hypothese in den Raum gestellt werden. Diese Korrelation muss

allerdings in weiterfihrenden Untersuchungen kritisch hinterfragt werden.

Ein Einfluss von Bilirubin auf die Etoposidpharmakokinetik ist anhand der Daten
durchaus moglich. Da auch die Abweichungen der Simulationsergebnisse von den
tatsachlich gemessenen Etoposidspiegeln mit den Bilirubinmesswerten korrelierten,
kann hier ein Zusammenhang vorliegen, den das Modell in seinem jetzigen Aufbau

noch nicht bericksichtigt.

4.4.2 Exkretionsfraktionen

PK-Sim® erzeugte fiir die Exkretionsfraktionen erwartungsgemaf dhnliche Werte wie G.
Kersting bereits in ihrer Studie beschrieben hat 7°. Uber die gesamte Kohorte fanden
sich in individuellen Simulationen renale Exkretionsfraktionen von etwa 58,9 - 62,5%,
die damit im von Sinkule et al. angegebenen Bereich von 30,7 - 66,7% liegen *°. Die
bilidre Exkretion ist nach Reduktion des hepatischen P-gp-Transporters an etwa 7,1 -
8,8% der Ausscheidung beteiligt. Arbuck fand bei zwei Patienten mit vollstandiger
bilidrer Drainage eine prozentuale Etoposidausscheidung liber die Galle von 6% und <
2%, bei einem Patienten allerdings von 16% °. Weitere Autoren setzen die bilidre
Exkretion bei unter 10% an 7°. Insofern liefert das Modell nach Anpassen des bilidren P-

gp-Exporters addaquate Anteile.
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Fiir die Metabolisierung verbleiben folglich 28,8 - 34,1% der verabreichten Dosis,
welche via CYP3A4 und UGT1A1 verstoffwechselt werden. Das Modell erzeugt hierzu
Fraktionen von 25,9 - 30,6% bzw. 2,9 - 3,5% der Gesamtmetabolisation (entspricht 86,5
- 90,6% via CYP3A4 und 9,4 - 13,5% via UGT1A1). Laut Review von Clark und Slevin
1987 2* werden 58% bzw. 19% der verabreichten Dosis als Katecholderivat in Urin bzw.
Galle ausgeschieden, die verbleibenden 23% werden glucuronidiert. Es bleibt aber zu
erwdhnen, dass die Eliminationswege bis heute nicht vollstandig geklart sind. Ortrud
gab die hepatische Metabolisationsfraktion in einem Review mit 20 - 40% an 7. Auch

hier liefert das Modell somit literaturkonforme Ergebnisse.
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4.5 Untersuchung einzelner Einfliisse

Um die moglichen EinflussgroRen auf die Pharmakokinetik von Etoposid naher zu
untersuchen, wurde versucht, eine physiologische Schwankungsbreite der dem Modell
zugrunde liegenden Parameter zu erzeugen. Daflir wurden jeweils separat die renale
und hepatische Funktion variiert. AuBerdem wurde die freie Fraktion verdandert, um
deren Einfluss auf die erwartete Pharmakokinetik zu untersuchen. Als letzter Schritt
wurden die in PK-Sim® erzeugten Kdrperzusammensetzungen bei gleich bleibender
Dosis verandert, um deren Einfluss auf die abgeschatzten Plasmaspiegel zu eruieren.

Aus diesen Ergebnissen sollte die jeweilige Einflussstarke abgeschatzt werden.

Inwieweit hier in der Natur eine gauRsche Normalverteilung angenommen werden
kann, ist fraglich, da fiir viele physiologische Parameter gezeigt werden konnte, dass sie
eher einer logarithmischen Normalverteilung folgen. Hier wurde allerdings im ersten
Schritt eine solche Verteilung angenommen, da hierzu aus den Untersuchungen, denen
die Enzymkinetiken entnommen waren, Angaben zu entnehmen waren. Zur reinen

Abschatzung der EinflussgroBe war diese Herangehensweise ausreichend.

4.5.1 Hepatische Funktionsschwankungen

Es wurde versucht, anhand der Standardfehler der implementierten Enzymkinetiken
eine physiologische Schwankungsbreite zu simulieren. Kawashiro et al. benutzte
humane Lebermikrosomen mehrerer Individuen, wodurch die beobachtete Streuung
(CYP3A4) auch die natiirlich vorkommende Variation widerspiegelte %. Watanabe et al.
nutzte nur gepoolte Lebermikrosomen zur Bestimmung kinetischer Parameter von
UGT1A1 2% wodurch die Schwankungen gering blieben. Unter Annahme einer
Normalverteilung konnten so Schwankungen um das 6,4 bzw. 1,4-fache fir CYP3A4 und

UGT1A1 erzeugt werden.

Shimada et al. belegten weiterhin Schwankungen des CYP3A4-Anteils an der
Proteinmenge in menschlichen Lebermikrosomen von 28,8 * 10,4% % Diese

Schwankungen des Enzymgehalts kdnnten somit die Schwankungen der von Kawashiro
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berichteten CYP3A4-Kinetiken in humanen Lebermikrosomen erkldren, die
Variationskoeffizienten liegen in beiden Untersuchungen bei etwa 36% %% 114, Unter der
Annahme, dass der Proteingehalt ausschlaggebend fiir die Reaktionsgeschwindigkeit ist

und mit dieser korreliert, decken sich die Ergebnisse gut.

In der Literatur wird von noch weitaus grofleren Schwankungsbreiten berichtet. Relling
et al. beschrieben Schwankungen von 0,7 bis 27,5 nmol/h/mg fiir die Metabolisierung
von Etoposid in sein Katechol in menschlichen Lebermikrosomen (n = 11) aus gesunden
Lebern 102, Dabei handelte es sich aber nicht um eine getrennte Untersuchung der
CYP3A4-abhangigen Verstoffwechselung, sondern die Variabilitdt jedes beteiligten
Enzyms ging in das Ergebnis mit ein. Die in vitro gemessene Schwankungsbreite war mit
dem 39-fachen aber deutlich groRer als die hier in die Simulation eingefiigte

Schwankungsbreite.

Fisher et al. untersuchten die interindividuellen Unterschiede der UGT1A1-Ausstattung
anhand der Entstehung von Estradiol-3-Glucoronid an Leber-, Nieren- und
Lungenmikrosomen (n = 20). Dabei zeigte sich eine 30-fache Schwankung der
beobachteten maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten zwischen verschiedenen
Leberproben (Vmax 72 - 2215 pmol/min/mg). Diese konnten teils auf unterschiedliche
Genotypen zuriickgefiihrt werden #1. Mehrere Allele, z.B. UGT1A1*6 und UGT1A1*28,
resultieren in einer verminderten UGT-Aktivitat fir Bilirubin und sind so mit dem

Morbus Meulengracht assoziiert 8°.

Inwieweit unterschiedliche Genotypen zu einer veranderten Etoposidmetabolisation
beitragen, ist bis heute nicht abschlieBend geklart. Ein moglicher Einfluss auf die
Etoposidpharmakokinetik kénnte jedoch klinisch relevant sein. Die von Watanabe et al.
beobachteten Schwankungen der Glucuronidierung in humanen Lebermikrosomen war
mit dem 78,5-fachen extrem grof3, ein genotypischer Einfluss kdnnte hier durchaus

bestehen 124,

An dieser Stelle handelt es sich um eine typische Schnittstelle von PBPK-Simulationen,

die IVIVE (in vitro — in vivo — Extrapolation). Inwieweit die experimentell bestimmten
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Enzymkinetiken direkt auf den menschlichen Korper (ibertragen werden kdnnen, ist
fraglich. Allerdings muss festgehalten werden, dass die durch das Modell erzeugten
Plasmaspiegel mit der Kohorte und Exkretionsfraktionen mit den publizierten Daten
gut Ubereinstimmten. Insofern funktioniert in diesem Fall die Abschatzung der in vivo

Prozesse durch in vitro Studien addaquat.

Auch konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass PBPK-Modelle verschiedener
Hersteller mithilfe von IVIVE-Prozessen Serumspiegel prospektiv gut vorhersagen
konnten. So lagen in einer Studie von Chen et al. 2012 an vier Substanzen Cmax, tmax und

AUC innerhalb eines Bereiches von +100% und -50% um die vorhergesagten Werte 22.

Durch die hier untersuchten Einflisse der Enzymkinetiken auf die erwarteten
Plasmaspiegel konnen auch mogliche Einflisse wie Enzyminduktionen oder
Hemmungen durch Komedikationen abgeschatzt werden. So konnten Yong et al.
beispielsweise durch Ketoconazolgabe die beobachtete AUC bei oraler
Etoposidtherapie um 20% erhohen. Vermutet wurde hier hauptsachlich die hepatische
Inhibition von CYP3A4. Die interindividuelle Variabilitdit konnte durch diese

Komedikation allerdings nicht gesenkt werden 12°.

Um einen Anstieg der errechneten AUC des SSP um 20% zu erreichen, mussten die im
Modell implementierten maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten fir CYP3A4 und
UGT1A1, die beide durch Ketoconazol hemmbar sind 30, auf jeweils 20% der
urspriinglichen GréRe reduziert werden 9. Solche Drug-Drug-Interaktionen und ihre

Einflisse lassen sich so leicht und logisch in PK-Sim® darstellen.

4.5.2 Renale Funktionsschwankungen

Ein groRer Teil der Etoposiddosis wird renal eliminiert. Interindividuell konnten Sinkule
et al. dabei groRe Unterschiede feststellen (35 - 81% der Gesamtdosis) *°. So
korrelierten die Kreatininclearance und die renale Clearance mit einem r? = 0,485 bzw.
r> = 0,462 mit der systemischen Etoposidclearance. Somit kénnen Schwankungen der

renalen Funktion groBen Einfluss auf die erreichten systemischen Plasmaspiegel haben.
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Die physiologischen Schwankungen der renalen Exkretionsmechanismen, die im
Modell implementiert waren, wurden analog zum Umgang mit den hepatischen
Enzymen variiert. Die den Enzymkinetiken von MRP2 und P-gp zugrunde liegende
Untersuchung von Guo et al. nutzte allerdings transfizierte MDCK-II-Zellen. Die so
beobachtete Schwankung der transportervermittelten Permeabilitat stellte demzufolge
keine physiologisch unterschiedliche Expressionsrate dieser Transporter dar, sondern
kann als Ausdruck der methodischen Schwankungsbreite der mRNA-Ubertragung in die
Zellen aufgefasst werden %. Aus der Literatur wurden daher Daten Uber die
interindividuelle Streuung der Expression dieser Transporter gesammelt (siehe
Methodenteil). In einer Untersuchung wurde in 39 Gewebeproben das Verhaltnis von
MDR1 (multidrug resistance protein 1, entspricht P-gp) zu B-2-Mikroglobulin bestimmt.
Somit muss der Einfluss der interindividuellen Variabilitat des B-2-Mikroglobulingehalts
auf die gemessene Variabilitdt bericksichtigt werden. Hilgendorf et al. maBen direkt
die Expressionsrate von P-gp und MRP2 in humanen Nierenzellen. Dabei fanden sich in
drei bis sechs Proben (aus der veroffentlichten Arbeit nicht klar zu entnehmen) ein
dhnlicher VK, der fiir MRP2 (ca. 60%) sogar uber dem von P-gp (ca. 40%) lag °°. Die
somit angenommene Variabilitdt mit einem VK von 40% sollte einen realistischen Wert

darstellen.

Die verdanderten Transporterkinetiken zeigten groRe Einflisse auf die simulierte
Pharmakokinetik. Es konnten so bereits Schwankungen des Etoposidplasmaspiegels
zwischen 2,95 bzw. 4,35 mg/L simuliert werden. Durch alleinige Veranderung der
glomerularen Filtrationsrate waren die Verdnderungen weitaus geringer. Auch bei einer
um die dreifache Standardabweichung veranderten GFR zeigten sich nur
Schwankungen zwischen 3,26 bzw. 3,84 mg/L. Dies hangt wahrscheinlich mit der
starken Proteinbindung von Etoposid zusammen, welche im Modell hinterlegt ist. Auch
erklart sich somit, warum eine Implementierung der individuellen Kreatininclearance in
die Simulationen nicht zu besseren Ergebnissen fihrte. Die freie Filtration scheint nur
einen geringen Anteil der Etoposidclearance auszumachen, obwohl mehrere Studien

hier Korrelationen zwischen Etoposid- und Kreatininclearance finden konnten. Dies
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kdnnte an der parallelen Gabe von Cisplatin liegen, welches potentiell groBen Einfluss

auf die Nierenfunktion nehmen kann.

Angenommen diese experimentellen Befunde auf die tatsachliche Situation
Ubertragbar, so tragt die tubuldre Sekretion von Etoposid in weitaus groRerem MaRe
zur Exkretion bei als die glomeruldre Filtration. Aufgrund ihres groReren Anteils ist
moglicherweise die Messung der PAH-Exkretion hilfreich, um die Etoposidclearance
besser abschatzen zu kénnen. Eine Hemmung der PAH-Exkretion, speziell iber eine

Hemmung von P-gp oder MRP2, kann ebenfalls klinisch relevant werden.

Norgestimat und Progesteron sind zwei Gestagene, die zur oralen Kontrazeption und
Hormonersatztherapie eingesetzt werden. Lindenmaier et al. konnten zeigen, dass
diese P-gp sowie MRP2 reversibel hemmen kénnen 8. Auch Probenecid, ein
Urikosurikum, hemmt ebenfalls MRP2-Transporter. Horikawa et al. untersuchten 26
Substrate auf potentielle Interaktionen mit diesem Transporter. Dabei zeigte gerade
Probenecid eine relevante Hemmung bereits bei klinisch geldufiger Dosierung 2. Da
diese Studie an Raten durchgefiihrt wurde, ist ihre direkte Ubertragbarkeit auf den

Menschen zu hinterfragen.

Allerdings muss festgehalten werden, dass mogliche Beeinflussungen der
Transporteraktivititen auch die Etoposidpharmakokinetik betreffen. Die hier
durchgefiihrten Simulationen ergaben bereits durch kleine Schwankungen der
Transporterkinetiken um nur eine Standardabweichung starke Unterschiede der
errechneten AUC (291-419 mg*h/L). Mogliche Enzyminduktionen oder Hemmungen

mussen somit im klinischen Alltag eindeutig berticksichtigt werden.

4.5.3 Einfluss der Proteinbindung

Da Etoposid stark proteingebunden transportiert wird, kdnnen bereits geringe
Schwankungen der freien Fraktion zu groBen Unterschieden in der Pharmakokinetik
fiihren. Daher wurde der Einfluss der freien Fraktion auf die Simulationsergebnisse

naher beleuchtet.
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Da die freie Fraktion innerhalb des Studienablaufs bestimmt worden war, konnte sie
zur weiteren Individualisierung in die Simulationen Gbernommen werden. Abgesehen
von moglichen Messfehlern bei der Bestimmung sollte dies zu einer besseren
Angleichung der Simulationsergebnisse an die Messwerte gefiihrt haben, auch
aufgrund der vorher beschriebenen Korrelation zwischen gemessener freier Fraktion

und Etoposidspiegeln der NB-97-Kohorte.

Die in der Kohorte gemessene Schwankung der freien Fraktion entspricht dem in der
Literatur beschriebenen Bereich. Nguyen et al. fanden bei 100 Erwachsenen (25 - 85
Jahre) ungebundene Etoposidfraktionen zwischen 4,1 - 24,2% (8,4 + 4,2%) 2. Ahnliche
Werte fanden Liu et al. mit einer Variabilitat von 3,3 - 19,5% 8. In der hier untersuchten
Kohorte lagen die einzelnen, ungemittelten Werte zwischen 1,87 und 10,42%.
Allgemein  wird angenommen, dass Kleinkinder  aufgrund  geringerer
Albuminkonzentrationen grof3ere freie Fraktionen verschiedener Pharmaka aufweisen.
Das Alter korrelierte in der untersuchten Kohorte negativ (r = -0,281, p = 0,004) mit der

freien Fraktion, was zu dieser Grundannahme passt.

Interessanter Weise zeigte die hier untersuchte padiatrische Patientenkohorte aber
anders als zu erwarten im Durchschnitt eine niedrigere freie Fraktion, als oftmals bei
Erwachsenen beschrieben wurde. Dies deckt sich mit einer Untersuchung von Liliemark
et al., die bei Kindern niedrigere freie Etoposidfraktionen von 2,5 + 0,6% gegeniber
denen Erwachsener von 5 + 3,6% aufzeigen konnten 7°, was wiederum der niedrigeren
Fraktionen der NB-97-Kohorte (4,82 + 1,71%) gegeniber der mittleren freien Fraktion
von 5,85% (5,5 - 6,6%) im EtoposidModell nach Kersting (entwickelt an Erwachsenen)
nahe kommt %70, Wieso die allgemeine Annahme fiir Etoposid nicht zutrifft, ist unklar.
Eine mogliche Interaktion mit Bilirubin als kompetitiver Bindungspartner an Albumin

wurde hier weiter untersucht.

Liu et al. fanden eine negative Korrelation zwischen ungebundener Etoposidfraktion
und Albuminspiegeln von r = -0,74 81, Ebenso ist laut Stewart et al. (siehe Review %)

bei erhohten Bilirubinspiegeln > 1,0 mg/dl mit erhohten freien Etoposidfraktionen zu
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rechnen, da Bilirubin als kompetitives Bindungssubrat an Albumin wirkt (9 £ 3% gegen
27 + 15%). In der hier untersuchten Kohorte lagen von 69 gemessenen
Bilirubinspiegeln nur vier bei 1 - 1,1 mg/dl und waren damit nur sehr leicht erhoht. Die
freie Fraktion dieser Patienten lag zwischen 3,11% und 5,81% und war somit nicht
erhoht. Statistisch konnte keine signifikante Korrelation (r = -0,16; p = 0,221) zwischen

Bilirubinspiegeln und der freien Fraktion ausgemacht werden.

Es wurden nun Verdanderungen der ungebundenen Etoposidfraktion simuliert, wie sie
auch in der Kohorte auftraten (10. und 90. Perzentile). Diese Verdnderungen
beeinflussten die berechneten pharmakokinetischen Ergebnisse stark, die maximale
Etoposidkonzentration lag zwischen 2,28 und 5,21 mg/L. Auch die Gesamtclearance
veranderte sich mit +55% bzw. -32% deutlich, was auch einleuchtet, da mehr bzw.
weniger freies Etoposid zur Exkretion oder Metabolisation zur Verfligung steht.
Interessanterweise hatte dies allerdings keinen Einfluss auf die Exkretionsfraktionen. Es
hatte vermutet werden konnen, dass aufgrund einer groReren ungebundenen
Stoffmenge auch mehr Etoposid im Modell frei glomerular filtriert wird. Die renale
Exkretionsfraktion schwankte aber kaum (59,6 - 60%). Freies Etoposid wird somit im
Modell zu relativ gleichen Teilen bilidr sezerniert, hepatisch metabolisiert und renal

eliminiert.

Darliber hinaus interessant waren die so simulierten ungebundenen Etoposidspiegel,
die vom Modell ebenfalls als nahezu identisch simuliert wurden. Die simulierten
Veranderungen von maximaler Plasmakonzentration und AUC zwischen erhdhter und
erniedrigter freier Fraktion lagen bei nur 2,5%. Joel et al. fanden bei Patienten mit
erniedrigten Albuminspiegeln unter 35 mg/ml und groReren freien Fraktionen von
5,2% (Albumin erniedrigt) gegeniber 4,1% (normale Albuminwerte) auch eine erhohte
AUC des freien Etoposids (27,5 mg*h/L statt 16,5 mg*h /L) ®L. Diese starke Schwankung
der AUC fiir ungebundenes Etoposid kann das Modell so nicht wiedergeben. Obwohl
die simulierten freien Fraktionen im Modell um mehr als das Dreifache schwankten
(Bereich 2,8—-10,3%), veranderten sich die simulierten Plasmaspiegel fiir ungebundenes

Etoposid kaum.
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4.5.4 Einfluss der Kérperzusammensetzung

Der durch PK-Sim® erzeugten Simulation liegen immer Fehler zugrunde, da die
Software Organgewichte, Blutflussraten oder &hnliche, substanzunabhangige
Parameter anhand von Formeln abschatzt. Diese Fehler kénnen aber nur individuell
korrigiert werden, wenn hierzu Messungen vorliegen, was oft nicht der Fall ist. Daher
wurde der Versuch unternommen, den Einfluss von unterschiedlich simulierten

Kérperzusammensetzungen auf die berechnete Pharmakokinetik abzuschatzen.

Die hierfiir anhand der Perzentilen erzeugten Patienten (VI-A, -B, -C und -D) wiesen alle
dieselbe Kérperoberflache auf und erhielten daher im NB-97-Regime dieselbe Dosis.
VI-C und -D wurden wie im Ergebnisteil erlautert nicht weiter betrachtet. Die durch VI-
A und VI-B erzeugten unterschiedlichen Individuen zeigten wiederum Schwankungen
von Cmax und AUC von etwa +10%. Das Modell sagte groBere systemische Exposition
eines adip6sen Individuums (VI-A) im Vergleich zu einem kachektischen Individuum (VI-

B) voraus (AUC um 22% erhoht).

Betrachtet man vor diesem Hintergrund die sieben Simulationen, in denen das
simulierte Korpergewicht erhoht werden musste, sowie die resultierenden
Abweichungen von den restlichen Simulationsergebnissen, so erkldren sich diese
hochstwahrscheinlich aus den Verdanderungen der pharmakaunspezifischen Parameter
im Modell, die so mit gréBeren Abweichungen berechnet wurden. Hier simulierte PK-
Sim® bei den sieben VIs mit nachtridglich erhohtem Gewicht eher hoéhere

Simulationsergebnisse verglichen mit dem Kohortendurchschnitt.

Auch dies passt zu den vorher untersuchten VI-A und —B und zu den Messwerten der
NB-97-Kohorte. In dieser zeigten sich ebenfalls hohere Etoposidmesswerte bei
Patienten mit einem BMI > 17 kg/m? als bei Patienten mit einem BMI < 15 kg/m? (2,82

+2,07 mg/Lbzw. 3,16 + 1,24 mg/L). Das Modell gibt dies also passend wieder.

Dieser Aspekt ist duBerst interessant. So konnte weitergehend untersucht werden, ob

durch Einfihrung des BMI in die Dosierung eine geringe IIV erreicht werden kann.
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4.6 Populationspharmakokinetik

Anhand des SSP wurde eine Kohorte mit Kérpergewichten zwischen der 25. und 50.
Perzentile sowie KorpergroRen zwischen der 25. und 75. Perzentile zur weiteren
Untersuchung des Einflusses der pharmakaunspezifischen Parameter des Modells
generiert. Diese Grenzwerte wurden gewahlt, da sie eine in der Realitdt oft
anzutreffende Gruppe erzeugten. AuBerdem lag das Gewicht der hier untersuchten
Patientenkohorte tendenziell unter der perzentilengerechten GroRRe der Patienten. Der
Schwankungsbereich des Gewichts wurde kleiner gehalten, als der der Kérpergrole,
um dieser Gruppe mit fiir die GroRRe eher zu leichten Kindern gerecht zu werden. Der

so erzeugte BMI-Bereich lag zwischen der 5. und 85. Perzentile.

Der Schwankungsbereich, allein beruhend auf unterschiedlichen anthropometrischen
Eingabeparametern und somit OrgangréRen und Blutflussraten, lag deutlich tiber dem
zuvor mithilfe der VI-A und -B abgeschatzten Bereich (80% der AUC-Werte lagen -16%
und +23% um den Median). Der Einfluss der leicht unterschiedlichen Dosierungen
innerhalb des PK-POP-Moduls ist sehr gering, da Schwankungen der Dosis von 4% beim

SSP nur zu Verdanderungen der AUC von ebenfalls knapp 4% fiihrten.

Es muss somit bei einem normalgewichtigen und normalgrofRen Patientenkollektiv
selben Alters bereits mit groBen Schwankungen von Cmax gerechnet werden, die

moglicherweise zu toxischen Spiegeln fiihren.

4.6.1 \Variabilitdt der Transporterkinetiken und der freien Fraktion

Um eine physiologische Verteilung der individuellen Expression zu simulieren, wurden
die zuvor konstant gehaltenen Enzym- und Transporterkinetiken variiert. Die hierzu
herangezogenen Variabilitditen wurden im Methodenteil besprochen. Unter deren
Berlicksichtigung erzeugte PK-Sim® 500 Simulationen. Die so simulierte Streuung
wurde nun mit der beobachteten Streuung der Messwerte der 38 Patienten der
Neuroblastom-Kohorte verglichen. Beide Verteilungen waren nahezu identisch. Die

Perzentilen stimmten in ihrem Abstand zueinander sehr genau Uberein, nur eine
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leichte Uberschitzung der Plasmaspiegel durch die Simulation war zu erkennen (siehe

Tabelle 21).

Gerade der populationspharmakokinetische Ansatz in PK-Sim® ist also geeignet, eine
mogliche Streuungsbreite in einer Kohorte vorherzusagen. Die hier untersuchten
interindividuellen Variabilitdten der Kérperzusammensetzung sowie der Enzym- und
Transporterkinetiken erzeugten bereits eine ausreichend grof3e Streuung, die auch in
ihrer Verteilung sehr genau mit dem gemessenen Kollektiv libereinstimmte. Dabei
waren die zugrunde gelegten IIV der Kinetiken teils eher zurlickhaltend geschatzt
worden und kdnnten in der Realitdt auch weitaus groBer sein. Auch GroRe und Gewicht
der Patienten blieben weit entfernt von Extremwerten. Das Modell kdnnte also
theoretisch noch grofere Variabilitaiten vorhersagen, falls die zugrunde gelegten

Schwankungsbreiten entsprechend erweitert wiirden.

4.6.2 Ungebundenes Etoposid

Die untersuchte Streuung der freien Etoposidkonzentrationen erreichte nicht die
tatsachlich gemessene Streuung. Die Simulation erzeugte nur eine Schwankung im
Bereich zwischen 0,108 — 0,297 mg/L und somit um das Dreifache. Die Messwerte
zeigten aber Schwankungen um das Zehnfache (0,031 — 0,353 mg/L). Das Modell wurde
entwickelt, um die Plasmaspiegel des gesamten Etoposids moglichst genau

wiederzugeben, und nicht die Plasmaspiegel des ungebundenen Etoposids.

Selbst durch die Individualisierung der einzelnen Simulationen durch Einfligen der
gemessenen freien Fraktion eines jeden Patienten errechnete das Modell nicht die
gemessenen freien Etoposidspiegel. Dies zeigt auch Abbildung 22, wo die eingefligte
gemessene freie Fraktion gegen die aus den individuellen Simulationsergebnissen
errechnete freie Fraktion aufgetragen wurde. Es zeigt sich logischerweise eine sehr
gute Korrelation, allerdings waren auch erhebliche Abweichungen von teils tiber 100%
des Simulationswertes zu beobachten (r? = 0,63). Das Modell kann die individuellen

Plasmaspiegel fiir ungebundenes Etoposid nicht addaquat wiedergeben.
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4.6.3 Exkretionsfraktionen der simulierten Population

Nach Arbuck lag die bilidre Exkretion bei drei Patienten bei <2%, 6% und 16% der
Gesamtdosis ®. Andere Autoren gaben eher 10% als obere Grenze an 2. Im CCO-Drug
Formulary (Cancer Care of Ontario Arzneimittelverzeichnis) wird die bilidre Exkretion

19 Anhand der somit doch groRen

von Etoposid mit bis zu 44% angegeben
Schwankungsbreite der Literaturangaben ist der hier erzeugte Bereich zwischen 2 —

21% als gut ibereinstimmend zu bewerten.

Sinkule et al. untersuchten Anteil der renalen Exkretion an der Gesamtausscheidung
von unverdandertem Etoposid bei acht Kindern. Die renale Exkretion war fiir 35 — 81%

115" Die hier beobachteten

(45 + 10,5%) der Gesamtausscheidung zustandig
Schwankungen von 36 - 85% in einer gesunden Population decken sich demnach auch

mit diesen Zahlen sehr gut.

Allen und Creaven stellten eine Metabolisierungsanteil von 66 + 12% zur Diskussion,
obwohl sie nur einen Anteil von 18 + 9% der Etoposiddosis als metabolisiert im Urin
nachweisen konnten. AulRerdem lagen nach 48 Stunden mehr als 50% der
urspringlichen Dosis als Metaboliten vor % 33, Der hier simulierte Bereich von 11,8 —

55,9% erreicht somit nicht den unterstellten Anteil.

In der Literatur sind stark schwankende Angaben zu den einzelnen Fraktionen zu
finden. Die zugrunde gelegten Variationen der ADME-Prozesse — hier speziell nur
Exkretion und Metabolisation — sorgten aber fiir einen sehr breiten Ergebnisbereich,
der sich mit den Literaturdaten gut in Einklang bringen lasst. Die von G. Kersting
beschriebene Ubereinstimmung der Exkretionsfraktionen lieR sich somit anhand der
individuellen Simulationen wie auch durch einen populationspharmakokinetischer
Ansatz bestdtigen. Die vorher erwahnte Reduktion der biliaren Exkretionskinetik im
Modell fihrt hier aber zu einer besseren Beschreibung der in der Literatur zu

findenden Daten.
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4.7 Dosierungsregime

Ziel einer jeden Dosisberechnung ist es, moglichst genau die erwiinschten
Arzneimittelspiegel im Patienten zu erreichen. Dies ist nur moglich, wenn anhand eines
oder mehrerer Parameter pradiktiv auf die individuelle Pharmakokinetik eines Stoffes
geschlossen werden kann, das heillt Clearance und Verteilungsvolumen indirekt
abgeschatzt werden konnen. Im NB-97-Protokoll wurde erstmals ein optionales

therapeutisches Drugmonitoring eingefiihrt.

Fiir Etoposid konnten Studien eine Korrelation pharmakokinetischer Parameter
aufzeigen. So korreliert z.B. die Kreatininclearance in einigen Untersuchungen mit der

Etoposidclearance & 115,

Ebenso bedeutsam ist der Zusammenhang von erreichten Plasmaspiegeln und
biologischen Effekten. Fiir Etoposid konnten Korrelationen von pharmakodynamischen
Parametern aufgezeigt werden. So korreliert die Etoposid-AUC ebenso wie die mittlere
Etoposidkonzentration (Cmean) mit Leukopenie und Thrombopenie (siehe Review:
Gurney 1996 4°). Auch die Clearance korreliert mit dem Neutrophilen- und

87

Thrombozytennadir 8/. Pratherapeutische Albumin- und Bilirubinspiegel korrelieren

laut einigen Autoren mit den beobachteten Effekten 6 129,

Im klinischen Alltag wird Etoposid nach KOF dosiert. Teilweise konnten Studien aber
keinen Zusammenhang dieser Dosierungsweise mit der Etoposidclearance nachweisen
(siehe Ratain et al. 1991 %01), So fasste Gurney in einem Review zusammen, dass CL und
AUC bei Erwachsenen nicht mit der KOF korrelieren #¢. Auch korrelierte weder die Dosis

noch die Kérperoberflache mit den mittleren Plasmaspiegeln.

Boos et al. konnten hingegen in einer Studie an Kindern zeigen, dass eine Dosierung
nach KG (4,17 mg/kg) zu groReren 11V flhrte als eine Dosierung nach KOF (125 mg/m?).
Die Dosierungen waren dabei anhand eines 30kg schweren Kindes mit einer KOF von
1m? umgerechnet worden, was der gangigen Praxis entspricht. Die Etoposidclearance

war dabei unabhdngig von Koérperoberfliche und Koérpergewicht, zeigte aber eine
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Zunahme mit dem Patientenalter 4. Boss et al. diskutierten, ob auch fir Kinder unter 1
Jahr die Etoposiddosis nach KOF berechnet werden sollte, da Kleinkinder einen
groReren Anteil an Korperwasser aufweisen und dieser besser mit der KOF korreliert als
mit dem KG. Dosierungen nach KG wiirden bei wasserloslichen Substanzen daher zu
niedrigeren Konzentrationen flihren, was die Studie fir Etoposid belegen konnte (Css =
4,9 + 1,2 mg/L (125mg/m?) bzw. 3,5 * 1,1 mg/L (4,17 mg/kg)). Die geringere IV bei

Dosierung nach KOF unterstitze diesen Vorschlag zusatzlich.

Wie bereits in Kapitel 1.6.4 erwahnt fand I.K. Decius in einer Untersuchung der NB-97-
Kohorte hohere Etoposidspiegel bei nach kg KG dosierten Kinder sowie allen Kindern
unter einem Lebensjahr als beim Rest der untersuchten Patienten 3°. Wie bereits
erlautert wird die Sauglingsdosierung im NB-97-Regime nach mg/kg KG berechnet,
bezieht sich aber urspriinglich auf eine Dosierung von 125 mg/m? wie im alten NB-90-
Regime. Berechnet man die Dosis anhand der durchschnittlichen KOF von Kindern
zwischen 0,5 und 1 Lebensjahren, so zeigt sich, dass nach dem verwendeten Schema
(mg/kg KG) weniger Dosis gegeben wird, als wenn nach 100 mg/m? dosiert werden

wirde (siehe Abbildung 10).

Im Abschnitt 3.8.1 wurde daher eine populationspharmakokinetische Simulation einer
entsprechenden Kohorte durchgefiihrt. Bei Dosierung laut Protokoll (4,2 mg/kg KG)
zeigten sich auch hier hohere zu erwartende Spiegel, entsprechend der Untersuchung
von LK. Decius 3°. Nach Umrechnung des zugrunde gelegten Dosierungsschemas auf
100 mg/m? (entsprach somit 3,33 mg/kg KG) sagte das Modell einen minimal
niedrigeren Wertebereich voraus, als den der Messwerte der Patientenkohorte. Uber
99% der Messwerte blieben (ber dem therapeutisch wichtigen Grenzspiegel von 1
mg/L. Anhand der hier gewonnenen Daten ladsst sich somit vermuten, dass Kinder < 1
LJ auch mit reduzierter Dosierung (100mg/m? KOF) noch im therapeutischen Bereich
liegen werden. Freilich kann hier keine Aussage Uber eine mogliche Abnahme von
Effektivitat und Toxizitat gemacht werden. Dies muiisste anhand von klinischen Studien

weiter untersucht werden.
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Interessanterweise simulierte das Modell auch sehr dhnliche IIV bei Dosierungen nach
Korpergewicht im Vergleich zu einer fixen Dosis je Alter. Die IV war unter fixer
Dosierung bei einer Population mit einem Alter von 6 Monaten sogar geringer (VK 15%
gegen 18%). Allerdings lag der hier untersuchte Gewichtsbereich nur zwischen 6,61
und 9,48 kg, eine Verallgemeinerung kann hier nicht erfolgen. Sollte in spateren
Versionen von PK-Sim® die Generierung einer altersiibergreifenden Kohorte maéglich
sein, in denen die jeweils altersentsprechenden Veranderungen von Transporter- und
Enzymkinetiken berlicksichtigt werden, wéare eine weitere Betrachtung dieser Frage
sehr interessant. Ob dies alleinig einen Fehler im Modell widerspiegelt oder tatsachlich
in der Realitdt so messbar ware, muss durch klinische Studien belegt werden.
Allerdings diskutierten bereits andere Autoren eine fixe Etoposiddosis flir Erwachsene
(Review Gurney %6, Kommentar Ratain 1%°). Auch konnten wie bereits erwdhnt Nguyen
et al. keine Korrelation der Etoposidpharmakokinetik mit der KOF feststellen, es
bestand allerdings eine Korrelation mit dem Korpergewicht (n=100 Patienten; 1044

Messwerte).

Auch muss hier erwahnt werden, dass das Modell fiir kachektische Patienten eher
niedrigere Plasmaspiegel vorhersagte als fur adipdse Patienten. Auch dies zeigte sich
bereits an den Messwerten der NB-97-Kohorte, da Kinder mit einem BMI < 15kg/m?
niedrigere Plasmaspiegel aufwiesen als Kinder mit einem BMI > 17kg/m? (2,82 + 2,07
mg/L bzw. 3,16 * 1,24 mg/L). Eine alleinig nach der KOF berechnete Dosierung ist hier
also ungenau, fiir Gber- und untergewichtige Kinder muss tber eine Dosisdnderung der

nach Protokoll berechneten Dosis individuell entschieden werden.

PK-Sim® bietet auch die Moglichkeit, Drug-Drug-Interaktionen logisch und
nachvollziehbar zu implementieren. Zur Modellanpassung an das NB-97-Regime wurde
hier bereits die angepasste Nierenfunktion erlautert. Um ein modgliches
Dosisanpassungsregime bei Niereninsuffizienz darzustellen, wurde hier die
Nierenfunktion nach einer Studie von D’Incalci et al. auf 25% reduziert 2°, die Dosis
musste entsprechend dem Review von Stewart daraufhin um 30% reduziert werden 118,

Diese Anderungen im Modell erzeugten wieder vergleichbare Plasmaspiegel wie vor
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der Modellverdanderung. Die von Stewart et al. beschriebene Dosisreduktion kann das

Modell hier somit belegen.

Auch eine Enzymhemmung durch Ketoconazol konnte das Modell passend
wiedergeben (siehe Ergebnisse 3.3). PK-Sim® ist also gerade fiir die Simulation von

Drug-Drug-Interaktionen ein geeignetes Instrument.
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4.8 Zusammenfassung

Etoposid weist allgemein eine grofBe interindividuelle und ebenfalls nicht zu
vernachlassigende intraindividuelle Variabilitdt pharmakokinetischer Parameter auf.
Allein die gemessene systemische Clearance zeigt bei Kindern in verschiedenen
Untersuchungen einen Variationskoeffizient (VK) von bis zu 60% 4% 15 die AUC
schwankt entsprechend (CL = Dose / AUC). Andere Autoren berichten von
interindividuellen Schwankungen von 20 - 45% (siehe Tabelle 4). Diese konnten bis jetzt

nicht durch Dosierungsregime verkleinert werden.

Die individuellen Simulationen mit PK-Sim® zeigten teils grole Abweichungen von den
tatsachlichen Messwerten der NB-97-Kohorte, 95% der Messwerte lagen in einem
Bereich von -2,3 bis +3,4 mg/L um den Simulationswert. Auch Messwerte innerhalb der
10. - 90. Perzentile wichen um etwa + 50% vom Simulationsergebnis ab. Das Modell

wird somit individuelle Plasmaspiegel nicht ausreichend sicher vorhersagen kénnen.

Unter Einbeziehung von interindividuellen Enzym- und Transportervariabilititen mit
Hilfe der Populationspharmakokinetik wurde die Verteilung der Messwerte der Kohorte
allerdings treffend wiedergegeben. Dies spricht dafir, dass die wichtigsten
Einflussfaktoren im Modell beriicksichtigt und deren Variabilitat realistisch abgeschatzt
wurde. Auch die simulierten Exkretionsfraktionen stimmten gut mit Literaturdaten
Uberein, auch wenn hier kein Abgleich mit der untersuchten Kohorte durchzufiihren

war, da die Exkretionsfraktionen innerhalb des NB-97-Regimes nicht bestimmt wurden.

Einflussfaktoren wurden auf ihre GroRRe hin untersucht, um die klinische Signifikanz
abschatzen zu koénnen. Bei den hier durchgefiihrten Simulationen zeigte sich, dass
bereits physiologische Schwankungen der Korperzusammensetzung zu groRen
interindividuellen Unterschieden der zu erwartenden Plasmaspiegel fihren, ganz ohne
veranderte Transporter- oder Enzymkinetiken zu bericksichtigen. Die AUC zeigte eine
nur geringe 1,2-fache Schwankung innerhalb der Simulationen der einzelnen
Individuen VI-A und —-B (adipds und kachektisch). Jedoch fand sich eine 2,4-fache

Schwankung der AUC bei Simulation einer normgewichtigen Population (n=250) ohne
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Berucksichtigung von Variabilitdten in Enzym- und Transporterausstattungen bei
Verwendung des populationspharmakokinetischen Ansatzes (BMI zwischen 5. und 85.
Perzentile). Simulierte man kachektische und adipdse Populationen, so erzeugte das
Modell deutlich héhere Plasmaspiegel bei Adipdsen als bei Untergewichtigen (Median
4,12 mg/L bzw. 3,30 mg/L). Dies entsprach auch dem Trend der NB-97-Kohorte, wo
adipdse Patienten eher groRere Etoposidmesswerte aufzeigten als untergewichtige

Patienten.

Auch die Verdnderungen der Enzym- und Transporterkinetiken im rein physiologischen
Bereich wurden untersucht. So fiihrten Schwankungen der hepatischen Funktion um
zwei Standardabweichungen zu simulierten AUC-Verdanderungen um das 1,2-fache. In
der Literatur wurden aber teils weitaus groRRere Variabilititen der Enzymkinetiken
beschrieben, als sie hier Einzug fanden. Physiologische Funktionsschwankungen der
glomeruldren und tubuldren Nierenfunktion (10. und 90. Perzentile) fihrten zu 1,4-
fachen Schwankungen der simulierten AUC. Die freie Fraktion zeigte sich als groRter

Einflussfaktor mit Schwankungen der AUC um das 2,3-fache.

Das Modell konnte weiterhin zeigen, dass bei simulierter Niereninsuffizienz eine
entsprechende Dosisreduktion wieder zu vergleichbaren Plasmaspiegeln fihrte. Auch
eine Hemmung der hepatischen Metabolisation durch Ketoconazol konnte passend
simuliert werden. Gerade zur Abschatzung der Stdrke verschiedener Einflussfaktoren,

besondern auch Drug-Drug-Interaktionen, ist das PK-Sim®-Modell geeignet.

Der Nutzen des physiologiebasierten Ansatzes zur prospektiven Simulation von
individuellen Plasmaspiegeln muss aber angezweifelt werden. Ob durch individuelle
Bestimmung der Enzym- und Transporteraktivitdten oder einer individuellen Messung
von OrgangréRen und Blutflussraten der Simulationsfehler verringert werden konnte,
musste prospektiv untersucht werden. Ob diese Daten aber kostengtinstig und zeitnah

fir jeden Patienten erhoben werden kdnnen, ist fraglich.

Fir die interindividuelle Variabilitdit von Etoposid konnten hier mehrere

Einflussfaktoren in ihrer GréRBenordnung aufgezahlt und eingeschatzt werden.
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Inwieweit eine Einbeziehung von z.B. in vivo gemessenen freien Fraktionen,
Albuminspiegeln oder Bilirubinmesswerten in die Dosierung von Etoposid zu einer
geringeren interindividuellen Variabilitat fihren konnen, muss weiter untersucht
werden. Die zusitzliche Betrachtung von Uber- und Untergewicht bei der
Dosisberechnung ist vielversprechend. Zumindest sollte im klinischen Alltag individuell
entschieden werden, ob bei Ubergewicht die Dosis reduziert oder bei Kachexie die
Dosis erhoht wird. Hier konnte aber keine Aussage Uber die Pharmakodynamik in
einem adipoésen und kachektischen Kollektiv getroffen werden. Dennoch sollte ein
therapeutisches Drugmonitoring bei adipésen Patienten zu einer groéBeren

Therapiesicherheit beitragen.
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Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat zu

Koln, 30.06.1997

Ethikkommission der Medizinischen Fakultét
der

Universitdt zu Koln
Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. med. M. Staak

Institut fir Rechtsmedizin
D-50823 Koln, Melatengiirtel 60-62, Tel.: 0221-4784253, Fax: 0221-4784261

Koln, den 30.Juni 1997
Pl/tr

Betr.: Ihr Antrag Nr. 9764
Kooperative multizentrische Therapicoptimierungsstudie fiir die Behandlung von Siuglingen,
Kindern und Jugendlichen mit Neuroblastom (Neuroblastomstudie NB 97)
Fassung vom 30.04.1997

Sehr geehrter Herr Kollege Berthold,

die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Universitit zu KoIn hat sich in ihrer Sitzung vom
26.06.1997 mit Threm Antrag befaft und diesen zustimmend bewertet.

Wir diirfen Sie vorsorglich auf die vom Bundesminister fiir Jugend, Familie, Frauen und Gesundheit am 9.
Dezember 1987 erlassenen "Grundsitze fir die ordnungsgemifBe Durchfiihrung der klinischen Priifung von
Arzneimitteln” (Bundesanzeiger Nr. 243 vom 30.12.1987, Seite 16 617) sowie das Arzneimittelgesetz in
seiner Fassung vom 17.August 1994 (Bundesgesetzblatt, Jahrgang 1994 (Teil 1, Seite 3018 bis 3067))
aufmerksam machen. Insbesondere wird dringend empfohlen, die dort festgehaltenen Grundsitze zur
Aufkldrung der Patienten zu beachten.

Uberdies weisen wir auf das Krankenhausgesetz des Landes Nordrhein-Westfalen vom 03.11.1987,
Abschnitt 1, § 9 Abs. 4 hin (Die Arzneimittelkommission ist dber alle im Krankenhaus zur Anwendung
kommenden Arzneimittel, die nicht in der Arzneimittelliste enthalten sind, zu informieren. Sie ist von der
Durchfiihrung klinischer Priiffungen von Arzneimitteln zu unterrichten. Nebenwirkungen von Arzneimitteln,
die nach Art und Umfang iiber das bekannte MaB hinausgehen, sind der Arzneimittelkommission
unverziiglich mitzuteilen).

Ferner diirfen wir Sie bitten, die Ethikkommission unverziiglich von samtlichen nachtriglichen Anderungen
im Priifplan (abgesehen von rein formellen) zu unterrichten, da sie eine erneute Beratung erforderlich
machen.
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