1 Biopharmazie - Entwicklung und
Begriffsbildung

Pharmakotherapie ist iiberwiegend Applikation von Arzneizubereitungen. Selten erhalt
der Patient einen reinen Arzneistoff ohne weitere Formulierung.

Historisches

Bis in die spaten fiinfziger Jahre wurde die Arzneimittelwirkung aus der Kombination der
Effekte von Arzneistoff und Arzneistoffdosis erklart. Nach dieser Theorie entfaltet der
Arzneistoff im Organismus eine pharmakodynamische Wirkung, wenn er in hinreichen-
der Dosis zugefiihrt wird. Die Arzneiform hingegen hat im Wesentlichen die Aufgabe,
den Arzneistoff in dieser Dosierung applikationsfihig zu machen.

Arzneistoff und Arzneiform. Seither hat sich die Lehrmeinung tiber die Rolle, die die Arz-
neiform in diesem Zusammenhang spielt, gewandelt. Ausgel6st durch Therapieversager,
die zunichst nicht erkldrbar erschienen, entwickelten sich zwischen 1960 und 1970 erste
Vorstellungen tiber den Einfluss der Arzneiformen und bestimmter Arzneistoffparameter
auf die Arzneimittelwirkung.

Die Arzneimittelwirkung ist als eine Komponente der Arzneiform im Laufe der Zeit
immer stirker in den Vordergrund getreten. Dies wurde zundchst deutlich bei nicht aus-
reichend wirksamen Prednison-Tabletten (1963), dann u.a. bei Chloramphenicolpalmi-
tat-Suspensionen (1967), bei Tolbutamid-Tabletten (1968) und Oxytetracyclin-Kapseln
(1969), schlieSlich unter dem Eindruck des ,,Phenytoin-Zwischenfalls“ (1970) (» Kap. 5.1).

Arzneiform und Bioverfiigbarkeit. Geschwindigkeit und Ausmaf} der Absorption des Arz-
neistoffs, d.h. seine Bioverfiigbarkeit, sind wesentliche Wirkungsvoraussetzungen.
Die Arzneiform kann iiber die Freisetzung des Arzneistoffs, d.h. seine Liberation, die Bio-
verfiigbarkeit beeinflussen. Sie wirkt als Arzneistofffreigabesystem. Fiir diese Komponente
der Arzneimittelwirkung hat sich der Begriff ,,biopharmazeutisch” weitgehend durchgesetzt.

Biopharmazie. Eine Einfithrung in ,Biopharmaceutics* gaben erstmals 1958 Kurse an
der University of California. Die Bezeichnung wird auf Levy zuriickgefiihrt. Einer breite-
ren Offentlichkeit wurde sie von Wagner in einem Ubersichtsreferat ,,Biopharmaceutics:
Absorption Aspects® vorgestellt. Im deutschen Sprachraum setzte sich die daraus abgelei-
tete und nicht unumstrittene Ubertragung ,,Biopharmazie“ durch. Analoge Wortbildun-
gen gingen parallel dazu in andere Sprachen ein.
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Die Entwicklung der Biopharmazie wurde in den letzten drei Jahrzehnten in erster Linie
durch die stetig ausgeweitete Forschung gefordert, die bis heute eine kaum iibersehbare
Datentfiille bereitgestellt hat. Dariiber hinaus haben Symposien, Konferenzen und Kon-
gresse zur Fundierung der wissenschaftlichen Basis, zur Theorienbildung und zur Ver-
breitung der Ergebnisse des neuen Wissenschaftsgebiets beigetragen.

Von grofler Bedeutung waren hier der 28. Internationale Kongress der E I P. in Montpel-
lier (1967) und ein Symposium in Washington D.C. (1969). Fiir die Entwicklung der Bio-
pharmazie im europdischen Raum waren die von Zathurecky angeregten ,,Symposien iiber
Biopharmazie und Pharmakokinetik“ in Smolenice (1970, 1974), Bratislava (1978), Strbske
Pleso (1982) und Piestany (1986) wichtig. Speziell die Entwicklung einer einheitlichen wis-
senschaftlichen Terminologie in der Biopharmazie wurde durch diese Tagungen gefordert.

Nach 1970 wurde die Entwicklung in speziellen Lehrbiichern oder in Kapiteln der Titel
zur Pharmazeutischen Technologie und Arzneimittelkontrolle dargestellt. Als Folge einer
zunehmenden wissenschaftlichen Fundierung und eines wachsenden Bediirfnisses der
pharmazeutischen Praxis wurde die Biopharmazie in Deutschland nach 1970 in die phar-
mazeutische Hochschulausbildung integriert, teils als selbststandiges Fach, teils im Rah-
men der Pharmazeutischen Technologie. Die erste Dozentur fiir Biopharmazie wurde
1967 errichtet (Jena), der erste Lehrstuhl 1976 (Greifswald).

Arzneiformenlehre. Man kann ,Biopharmaceutics“ auch als ,Biogalenik® verstehen,
wenn man ,Pharmaceutics“ sinngeméf} iibersetzt. Damit wird die Biopharmazie zum
integralen Bestandteil der Pharmazeutischen Technologie, eine Auffassung, die derzeit
vor allem in Deutschland vertreten wird. Andererseits kann man Biopharmazie und
Pharmazeutische Technologie als ,,Arzneiformenlehre®, mit enger Beziehung zur Phar-
makologie, begreifen. Dies leitet sich aus der Aufgabe der Biopharmazie ab, zum umfas-
senden Verstindnis des Arzneimittelschicksals im Organismus humanbiologische, medi-
zinische, physikalische und chemische Erkenntnisse mit pharmazeutischen, speziell
pharmazeutisch-technologischen, zusammenzufiihren.

Begriffsdefinitionen

Eine einheitliche Definition des Begriffs Biopharmazie konnte sich aufgrund von differie-

renden Auffassungen in den einzelnen Lindern bisher nicht durchsetzen, offenbar

bedingt durch Nuancen in der Interpretation des Inhalts. Es sind jedoch zwei Grundauf-
fassungen erkennbar, je nachdem, ob der systematisierende (1) oder der praxisorientierte

Aspekt (2) in den Vordergrund riickt:

1. Die Biopharmazie beschiftigt sich mit der Abhéngigkeit der Absorption, der Distribu-
tion, des Metabolismus, des Verweilens bzw. der Ausscheidung der Arzneistoffe im
menschlichen oder tierischen Kérper von den physikalisch-chemischen Eigenschaften
der Arzneistoffe und Arzneiformen. Es handelt sich im Wesentlichen um die optimale
oder gewiinschte ,,Zur-Verfiigung-Stellung” von Arzneistoffen (drug availability) aus
der Arzneiform fiir das Erfolgsorgan, also um den Einfluss der Arzneiformung (For-
mulierung) auf die biologische Aktivitit der Arzneistoffe (Ritschel 1968).

2. Die Biopharmazie beschiftigt sich mit dem Studium derjenigen Faktoren, die die Bio-
verfugbarkeit eines Arzneimittels bei Mensch oder Tier beeinflussen. Sie nutzt diese
Information zur Optimierung der pharmakologischen oder therapeutischen Aktivitat
von Arzneimitteln in der klinischen Anwendung (Notari).
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In Anlehnung an Ritschel kann Biopharmazie wie folgt definiert werden:

m DEFINITION Biopharmazie ist die Lehre von den Zusammenhdngen zwischen den physi-
kalischen, physikalisch-chemischen und chemischen Eigenschaften der Arzneistoffe und
Arzneiformen sowie den morphologisch-physiologischen Gegebenheiten des Organismus
einerseits und der Liberation, Absorption, Distribution, Biotransformation und Exkretion
andererseits.

m MERKE Durch die Charakterisierung und Interpretation der Zusammenhdnge zwischen
Arzneistoff/Arzneiform und Wirkungsstarke stellt die Wissenschaftsdisziplin Biopharma-
zie eine wesentliche Grundlage fiir die rationale Entwicklung und Optimierung neuer
Arzneiformen dar.
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Bei Absorption, Distribution, Metabolismus und Exkretion von Pharmaka muss eine
Vielzahl von physiologischen Kompartimenten und biologischen Barrieren {iberwunden
werden. Diese Transportvorginge werden durch zahlreiche Mechanismen und vielfiltige
Prozesse gewdhrleistet.

Im Organismus werden die grofien Transportwege durch Konvektion vermittelt. Die
wichtigsten Konvektionssysteme sind das Atem- und Herz-Kreislauf-System sowie der
Verdauungskanal.

Fir den Stofftransfer iber kleine Strecken auf zellularer und subzelluldrer Ebene ste-
hen Prozesse, wie Diffusion, Filtration und membranproteinvermittelte Mechanismen,
im Vordergrund. Diese Transportvorginge sind spezifisch und dienen der intra- und
extrazelluldren Verteilung von Wirkstoffen in bestimmten Kompartimenten, die durch
Zellmembranen bzw. Epithelien begrenzt sind und dementsprechend {iberwunden wer-
den miissen.

Bei molekularen Transportprozessen ist zu differenzieren zwischen

der reinen Diffusion innerhalb einer Phase,

Transportprozessen unter Verteilung zwischen zwei Phasen (Durchdringung einer

Phasengrenze): Stoffiibergang bzw. Penetration,

Transportprozessen unter Verteilung zwischen drei Phasen (Beteiligung von zwei

Phasengrenzen): Stoffdurchgang bzw. Permeation.

Unter anatomisch-physiologischen Gesichtspunkten lassen sich interzelluldre (parazellu-
lare) und transzelluldre Transportprozesse unterscheiden.
Beim interzellulidren Stoffaustausch spielen folgende Mechanismen eine Rolle:
Diffusion durch interzellulire Poren bzw. Liicken,
Filtration durch interzelluldre Poren.

Als eine weitere Moglichkeit des interzelluldren Transports ist die Persorption (partiku-
lire Absorption) anzusehen, mit der die begrenzte enterale Absorption einiger Materia-
lien im kolloiden bis feindispersen Gréflenbereich (z. B. Peptidhormone, Toxine, Stéirke-
korner, Asbestfasern, Viren) erklart wird. Die Persorption soll durch Liicken im Epithel-
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verband, die durch Zellabstoflung an den Spitzen der Darmzotten entstehen, erméglicht
werden. Der Abtransport der Materialien erfolgt mit dem Lymphstrom.

Unter den transzelluldren Prozessen stehen solche, bei denen der Stoff die Zellmemb-
ran durchdringt (transmembranale Prozesse) im Vordergrund, unabhingig davon, ob
daran ein molekularer Partner (Transportprotein) beteiligt ist oder nicht. Den Transport
in die Zelle hinein bezeichnet man als Influx, den aus der Zelle heraus als Efflux. Zum
transmembraniren Arzneistofftransport gehoren das

Prinzip der Lipiddiffusion (Diffusion durch die Matrix der Membran) und

membranproteinvermittelte Transportprozesse (aktiver Transport und erleichterte

Diffusion).

Diese sind von den Endozytosen (Phagozytose, Pinozytose, Zytopempsis) abzugrenzen,
bei denen es zu einer Invagination der Zellmembran und zum Abschniiren von Vesikeln
kommt.

B MERKE Unter energetischen Aspekten unterscheidet man passive und aktive Transport-
prozesse. Beim passiven Transport wird kein ATP verbraucht. Hierzu gehdren Vorgdange
wie Lipiddiffusion, Filtration, Osmose, kanalprotein- und carriervermittelte Transport-
prozesse. Der aktive Transport wird durch membranstandige Transportproteine vermit-
telt. Er ist energieverbrauchend und verlduft gegen einen Konzentrationsgradienten.

Die Energie wird bei den primir aktiven Transportprozessen direkt durch die Hydrolyse
von ATP, vermittelt durch die ATPase-Aktivitat der Transportproteine, bereitgestellt. Bei
einem sekundér aktiven Transport ist die Energiebereitstellung an einen primér aktiven
Transport gekoppelt. Dieser schafft beispielsweise einen elektrochemischen Gradienten,
der dann den Antrieb fiir den Transportvorgang bildet.
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2.21 Biomembranen

Von einigen Ausnahmen (z. B. glomeruldre Filtration und Stoffaustausch im Bereich der
Lebersinusoide) abgesehen, sind interzelluldre Transportprozesse fiir die Absorption, Ver-
teilung und Elimination der Pharmaka wegen des geringen Fldchenanteils der interzelluli-
ren Poren bzw. Liicken allgemein von untergeordneter Bedeutung. Dementsprechend
spielen biologische Membranen als Barrieren fiir Arzneistoffmolekiile eine wichtige Rolle.

Fluid-Mosaik-Modell. Nach diesem auf Singer und Nicolson (1972) zuriickgehenden
Modell bestehen Biomembranen aus einer Lipiddoppelschicht, in die mosaikartig Pro-
teine eingelagert sind (o Abb.2.1). Die Doppelschicht resultiert aus der Orientierung der
aus polaren Kopfgruppen und apolaren Schwanzteilen bestehenden Lipide (o Abb.2.2)
im wissrigen Milieu durch hydrophobe Wechselwirkungen. Die einzelnen Lipidmolekiile
sind wegen der hohen Flexibilitit der Kohlenwasserstoffketten (Schwanzteile) beweglich.
Bewegungen mit einer wesentlichen Anderung der Kopf-Schwanz-Position sind aller-
dings eingeschrinkt. Dementsprechend verhilt sich die Lipiddoppelschicht wie eine
zweidimensionale Flissigkeit (fluid). In Abhangigkeit von der Temperatur konnen darin
Ubergiinge vom fliissigkristallinen in den kristallinen Zustand auftreten.
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Glykoproteine

o Abb.2.1 Schema der Zellmembran. Nach Singer und Nicolson
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o Abb.2.2 Membranlipide
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6.3 Biologische und biochemische Grundlagen

6.3.1 Enzyme
Mikrosomales Monooxygenasesystem
Wie bereits erwihnt (»Kap.6.2), stellt die Ubertragung eines Sauerstoffatoms auf das
Substrat eine der fundamentalen Biotransformationsreaktionen dar. Sie wird von mikro-
somalen Monooxygenasen (der Begriff stammt von Hayaishi, 1955) realisiert.

Das 1958 von Klingenberg und Garfinkel entdeckte Cytochrom P-450 (Cyt P-450)
bzw. dessen inzwischen nachgewiesenen Isoformen (s.u.) sind die terminalen Enzyme,
die Sauerstoff binden, aktivieren und auf das Substrat iibertragen.

m MERKE Cytochrom P-450 ist das Schliisselenzym der Biotransformation. Es ist bei den
meisten fremdstoffmetabolischen Prozessen beteiligt und schafft strukturelle Vorausset-
zungen fiir sog. postoxidative Reaktionen.

Cyt P-450 ist ein Himoprotein, das membranstindig im endoplasmatischen Retikulum
(ER) lokalisiert ist. Die prosthetische Gruppe von Cyt P-450, das Ham, ist durch hydro-
phobe Wechselwirkungen und durch eine koordinative Bindung an die Proteinkompo-
nente gebunden. Im Ruhezustand, d.h. bei Substratabwesenheit, liegt das Himzentrum
von Cyt P-450 als hexakoordinierter Fe(III)-Komplex im Low-spin-Zustand vor
(0o Abb.6.9).

Vier der sechs Liganden des Hiameisens im Cyt P-450 sind mit Pyrrol-Stickstoff des
Porphyrinringsystems koordiniert. Als 5. Ligand ist ein Cysteinrest der Proteinkompo-
nente iiber seinen Mercaptidschwefel mit dem Hameisen verbunden. Die Elektronen-Do-
nor-Eigenschaften des Mercaptidschwefels sind von Bedeutung fiir die Sauerstoffaktivie-
rung, die ein sehr energieaufwendiger Prozess ist (502kJ; 120kcal). In Bezug auf den 5.
Hémeisenliganden, der Einfluss auf die optischen und katalytischen Eigenschaften hat,
unterscheidet sich Cyt P-450 von anderen Hamoproteinen, bei denen haufig der Imida-
zolstickstoff eines Histidinrestes der Proteinkomponente als 5. Himeisenligand fungiert.
Die 6. Koordinationsstelle des Himeisens im Fe(III)-Low-spin-Zustand (s.u.) ist durch
Wasser besetzt und wird beim reduzierten Cyt P-450 von einem Sauerstoffmolekiil ein-
genommen.

o Abb.6.9 Hdamzentrum von
Cyt P-450 bei Substratabwe-
senheit (im Ruhezustand).
Modif. nach Lippard und
Berg
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o Abb.6.10 Anordnung der Bestandteile des Cyt-P-450-abhdngigen Monooxygenasesystems
im endoplasmatischen Retikulum (ER). Nach Ruckpaul

Die zweite enzymatische Komponente des Cyt-P-450-abhidngigen Monooxygenase-Sys-
tems ist das Flavinenzym NADPH-Cytochrom-P-450-Reduktase. Diese ist benachbart
zum Cyt P-450 in der ER-Membran angeordnet (o Abb. 6.10) und dient der Ubertragung
von zwei Elektronen vom NADPH + H* auf das Cyt P-450-Hédmeisenzentrum in zwei
distinkten Reduktionsschritten. Fiir den ungestorten Elektronentransfer ist die Ausbil-
dung von Clusterstrukturen zwischen Cyt P-450 und der Reduktase in den Membranen
des endoplasmatischen Retikulums (ER) unter Beteiligung von Phospholipiden erforder-
lich. Bei In-vitro-Versuchen lieflen sich verschiedene Cyt-P-450-Isoenzyme die aus ver-
schiedenen Spezies isoliert wurden, mit NADPH-Cyt-P-450-Reduktasen rekonstituieren,
wobei die Zugabe von Phosphatidylcholin fiir die Ausbildung der Clusterstrukturen
essenziell war. Fiir die enzymatische Aktivitit spielte die Herkunft der Reduktase jedoch
eine untergeordnete Rolle.
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o Abb.6.11 Bindung des Substrats (RH) am Cyt-P-450 unter schneller Verschiebung des
Spingleichgewichts. Modif. nach Lippard u. Berg

Die im Ruhezustand (bei Substratabwesenheit) vorwiegend vorliegende Low-Spin-Form
des hexakoordinierten Fe(III)-Komplexes weist ein besonders stark negatives Fe(II)-/
Fe(III)-Redoxpotenzial auf. Dieses betrigt isoenzymabhéngig —300 bis —~400 mV. Dadurch
wird bei Substratabwesenheit die Reduktion des Himeisens und damit die Leerlaufreak-
tion verhindert, die in diesem Fall zu nicht bendétigten und damit zelltoxikologisch
bedenklichen reaktiven Sauerstoffspezies fithren wiirde. In Gegenwart von Substratmole-
kiilen, deren Bindung durch hydrophobe Wechselwirkungen an der Substratbindungs-
stelle in der Proteinkomponente in der Néhe des Himzentrums erfolgt, kommt es zu
einer Verdringung von Wasser aus der Substratbindungstasche sowie von der 6. Koordi-
nationsstelle am Hédmeisen. Die Schwichung des Ligandenfeldes fiithrt zu einer schnellen
Verschiebung des Spingleichgewichts in Richtung High-Spin-Fe(III)-Form (o Abb. 6.11 u.
0Abb.6.12, A). Diese ist mit einer Erhdhung des Redoxpotenzials um 170 mV verbun-
den. Damit wird die Ubertragung eines Elektrons von der Reduktase auf das Cyt P-450
wesentlich erleichtert und die Reduktion zum Fe(II)-High-Spin-Komplex ermdéglicht.
Dieser 1. Reduktionsschritt im Reaktionszyklus wird durch die NADPH-Cyt-P-450-Re-
duktase vermittelt. Deren prosthetische Gruppe besteht aus Flavin-Adenin-Dinucleotid
(FAD) und Flavin-Mononucleotid (FMN) im Verhiltnis 1:1, iber die der Elektronen-
transfer vom NADPH auf das Cyt P-450 in zwei Schritten erfolgen kann.

Der nach Reduktion resultierende Cyt-P-450-Fe(II)-High-Spin-Komplex (o Abb. 6.12,
B) ist aufgrund der spezifischen Ausrichtung seiner Elektronen wie andere zweiwertige
Héamoproteine in der Lage, das biradikalische Sauerstoffmolekiil zu binden, wobei
zunichst eine Eisen(II)-Sauerstoff-Zwischenstufe resultiert (o Abb. 6.12, C).

Da CO eine hohere Affinitit zum Cyt-P-450-Fe(II)-Komplex (o Abb.6.12, B) besitzt
als O, kann der Reaktionszyklus an dieser Stelle durch CO unterbrochen werden. Darauf
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o Abb.6.12 Reaktionszyklus des Cyt-P-450-abhdngigen Monooxygenasesystems. Modif.
nach Lippard u. Berg

beruht die Hemmbarkeit von Cyt-P-450-abhédngigen Reaktionen durch CO, die als Beweis
fur die Beteiligung von Cyt P-450 an einer Biotransformationsreaktion herangezogen
wird. Das Absorptionsmaximum der Soret-Bande des Eisen(II)-CO-Komplexes von Cyt
P-450 erscheint nicht wie bei den meisten Hiamoproteinen bei 420nm, sondern bei
450 nm. Dies veranlasste die Entdecker (Klingenberg u. Garfinkel 1958) das Enzym als
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Cytochrom P-450 (P fiir Pigment) zu bezeichnen. Auf der Grundlage des von Omura und
Sato bestimmten molaren Absorptionskoeffizienten von 91 mM~! - cm™! bei 450 nm kann
der Fe(IT)-CO-Komplex fiir die Quantifizierung von Cyt P-450 dienen.

Ausgehend von der Eisen(II)-Sauerstoff-Zwischenstufe (o Abb.6.12, C) kommt es
nach der O,-Bindung durch intramolekulare Elektronenverschiebung zur Bildung eines
Substrat-Cyt-P-450-Fe(III)-Superoxokomplexes (o Abb. 6.12, D). Dieser ternire Komplex
kann ein weiteres Elektron aufnehmen (2. Reduktionsschritt). Diese Reduktion kann
auch durch das System NADH-Cytochrom-bs-Reduktase via Cytochrom b im ER der
Leberzelle realisiert werden. Der zweite Reduktionsschritt bewirkt durch Reduktion des
Sauerstoffs im Terndrkomplex zur Peroxidstufe die Bildung des aktivierten Ternarkom-
plexes (0 Abb.6.12, E). Formal kann die kurzlebige Zwischenstufe als Eisen(III)-Per-
oxid-Komplex mit unbekanntem Protonierungszustand formuliert werden. Im weiteren
Verlauf des Zyklus treten Zwischenprodukte und Reaktionsschritte auf, iber die bislang
wenig bekannt ist. Wichtig ist die heterolytische Spaltung der O-O-Bindung unter Bil-
dung von Wasser nach Addition von Protonen. Es entsteht ein Ferryl-Sauerstoffkomplex
(o Abb. 6.12, F), der das Substrat oxygeniert. Er wird als Oxenoid bezeichnet. Weiterhin
kann das n-System des Porphyrinrings selbst zu einem Radikalkation oxidiert werden
(o Abb. 6.12, H). Im Anschluss erfolgt die homolytische Spaltung der C-H-Bindung und
die sehr schnelle Rekombination mit der Fe-OH-Einheit, wobei das monoxygenierte Pro-
dukt (ROH) entsteht:

R-H+Fe¥ = O > [R-+Fe!V - OH|] > ROH + Fe" Gleichung 6.1

Der letzte Schritt des Katalysezyklus ist das Abdissoziieren des Produkts. Es entsteht der
Ausgangskomplex G. Vor seiner Freisetzung ist die hydroxylierte Verbindung vermutlich
kurze Zeit an das Fe(III)-Porphyrin-Zentrum koordiniert.

Die Tatsache, dass nach Spaltung des Sauerstoffs ein Atom auf das Substrat iibertragen
wird (Monooxygenasereaktion) und das zweite zu Wasser reduziert wird (Oxidasereak-
tion) fithrte fiir das Enzymsystem auch zu der Bezeichnung ,,Mischfunktionelle Oxidase®
(MfO, Masson 1955).

Bislang ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Cyt-P-450-abhingigen Kata-
lysezyklus nicht genau bekannt. Wahrscheinlich ist es die Aufnahme des zweiten Elekt-
rons oder eine der beiden darauffolgenden Reaktionen.

Wie in 0 Abb. 6.12 dargestellt, konnen die Schritte der Reduktion und der O,-Bindung
umgangen werden, wenn zum Cyt-P-450-Enzym mit gebundenem Substrat Peroxid
(XOOH) hinzukommt. Dieser Peroxid-Shunt fiihrt dann zur Oxenoid-Zwischenstufe
und anschlieflenden Substratoxygenierung.

In den Nebenieren und in Mitochondrien der Séugerleber sowie bei Bakterien existie-
ren Cyt-P-450-abhéngige Monooxygenasesysteme, bei denen der Elektronentransfer von
NADPH bzw. NADH auf das Cyt P-450 {iber ein FAD oder FMN enthaltendes Flavopro-
tein und zusitzlich tiber ein Nichthdm-Eisen-Schwefelprotein (z. B. Ferredoxin, Adreno-
doxin, Hepatoredoxin bzw. Putidaredoxin) erfolgt, das im ER der Leber nicht benétigt
wird.

In den Lebermikrosomen findet man ein zweites Redoxsystem, dessen terminales
Enzym Cytochrom b; (Cyt bs) ist. Es ist NADH-abhangig und wirkt mit einem Flavopro-
tein, der NADH-Cyt-bs-Reduktase, zusammen. Mit diesem System kann ebenfalls ein
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boliten von Bedeutung fiir Missbildungen und Dysfunktionen sind, ist gegenwirtig weit-
gehend unbekannt.

6.3.4 Mikrobielle Biotransformation

Das Interesse an Biotransformationsleistungen von Mikroorganismen resultiert einerseits
aus der Beteiligung der Darmbakterien am Fremdstoffmetabolismus des Siugers, ande-
rerseits aus der Moglichkeit, bestimmte Mikroorganismenstdamme als Modelle fiir pra-
diktive Biotransformationsuntersuchungen sowie fiir selektive biotechnologische Stoff-
wandlungen zu nutzen (» Kap. 6.5.2). Mit Darmbakterien sind zahlreiche Biotransforma-
tionsreaktionen nachgewiesen worden, darunter O- und N-Dealkylierungen (z.B. von
Methyldopa, Imipramin), Reduktionen (z.B. von Chloramphenicol, Salazosulfapyridin,
Benzaldehyd, N-Oxide), Hydrolyse von Estern (z.B. von Glyceroltrinitrat), die Bildung
von Glucuroniden (z.B. von Chloramphenicol) und Amiden (z. B. Phthalylsulfathiazol)
sowie einige seltenere Wege.

Da die Biotransformationskapazitit der Darmflora in den unteren besiedelten Abschnit-
ten des Intestinaltrakts mitunter die gleiche Groflenordnung wie die der Leber erreichen
kann, ist ihre Bedeutung bei peroraler Anwendung von Pharmaka mit langsamer Absorp-
tion und bei Stoffen mit ausgepréigtem enterohepatischem Kreislauf nicht zu unterschét-
zen. So wurden beispielsweise nach Applikation von Salazosulfapyridin (6,110) von kon-
ventionell gehaltenen Ratten vorwiegend die Azoreduktionsprodukte 6,111 und 6,112
sowie deren Acetylderivate mit Urin und Kot ausgeschieden, wihrend keimfrei gehaltene
Ratten < 1,7 % Metaboliten mit dem Urin und < 3,4 % mit den Fazes ausschieden.
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Der Umfang der Biotransformation durch die Darmflora hingt stark von deren Zusam-
mensetzung sowie von der Besiedlungsdichte ab, die ihrerseits spezies-, alters- und nah-
rungsbedingte Unterschiede aufweisen und von antibakteriellen Wirkstoffen (z. B. Ampi-
cillin, Neomycin) verdndert werden. Dies ist besonders dann zu beriicksichtigen, wenn
durch die Darmbakterien Wirkstoffe freigesetzt werden sollen (z. B. Phthalylsulfathiazol
> Sulfathiazol).

6.3.5 Genetische Aspekte der Biotransformation

Interindividuelle Unterschiede bei der Reaktion auf Arzneimittel kénnen durch exogene
und endogene genetische Faktoren bedingt sein. Unter genetischer Kontrolle steht u.a.
die Expression von Biotransformationsenzymen. Durch Bestimmung pharmakokineti-
scher Daten und durch quantitative Biotransformationsuntersuchungen an Populationen
und insbesondere beim Vergleich eineiiger und zweieiiger Zwillinge kénnen genetisch
bedingte Unterschiede (als genetische Polymorphismen bezeichnet) erkannt werden.
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m DEFINITION Ein genetischer Polymorphismus ist definiert als das Vorkommen eines
monogen vererbten Merkmals in Form von mindestens zwei verschiedenen Phanotypen,
von denen keiner eine Haufigkeit von unter 1 % zeigt.

Die wichtigsten molekularbiologischen Ursachen fiir genetische Polymorphismen sind:
Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphisms, SNP),
Polymorphismen durch Deletion oder Insertion von Nucleotiden,
Genamplifikationen.

Die Einzelnukleotid-Polymorphismen sind die hiufigsten Sequenzvariationen. Sie ent-
stehen durch Variationen von einzelnen Basenpaaren im DNA-Molekiil, was eine Amino-
sduresequenzdnderung zur Folge haben kann.

Deletion bzw. Insertion ist der Verlust bzw. Einbau von mindestens einem Nukleotid.
Dadurch kénnen Eigenschaften der Genprodukte verdndert werden.

Unter Genamplifikation versteht man die Vervielfiltigung einzelner Gene durch die
Replikation begrenzter DNA-Abschnitte. Die erh6hte Anzahl an Genkopien (z.B. kann
das CYP2D6-Gen in bis zu 13 Kopien vorliegen) ist mit einer vermehrten Bildung der
entsprechenden Genprodukte verbunden (dies bedingt z. B. beim CYP2D6 den Phanotyp
des ultraschnellen Metabolisierers). Die Genkopien konnen im Chromosom verbleiben
oder extrachromosomal vorliegen. Genamplifikation tritt vor allem bei Differenzierungs-
prozessen in der Entwicklung eines Organismus auf. Die Genamplifikation wird auch fiir
die Resistenz von Krebszellen gegen bestimmte Chemotherapeutika verantwortlich
gemacht (Uberexpression von MDR1).

Genetische Polymorphismen des Arzneistoffmetabolismus konnen heute durch mole-
kulargenetische Untersuchungen unter Berticksichtigung der Korrelation von Genotyp
und Phénotyp erfasst werden.

B MERKE Genotypisierung und Phanotypisierung bilden die Grundlagen fiir eine stratifi-
zierte, d. h. dem einzelnen Patienten angepasste Arzneitherapie.

Fiir die Genotypisierung werden DNA-Abschnitte identifiziert. Dazu dienen Techniken
wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) und elektrophoretische Auswertung oder die
DNA-Chiptechnologie. Bei der Phinotypisierung wird eine direkte Enzymaktivititsbe-
stimmung vorgenommen oder die Metabolitenmenge bestimmt. Sie greift z. B. auf die im
Blutplasma bestimmten Metabolisierungsquotienten (o Abb.6.24) oder auf die im Urin
bestimmte metabolische Rate (MR) zuriick. Die MR ist das Verhaltnis der im Urin in
6-12 Stunden ausgeschiedenen Mengen an unverandertem Arzneistoff und dessen Meta-
boliten:

Arzneistoffmenge

= Gleichung 6.3
Metabolitenmenge

MR

Grundsitzlich lassen sich monogenetisch und polygenetisch bedingte Merkmalsauspra-
gungen (Phinotypen) unterscheiden. Monogenetische Anlagen werden durch singulére
Gene, polygenetische Anlagen durch multiple Gene vererbt. Innerhalb einer Population
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Metabolisierungsquotient (Debrisoquin/4-0H-Debrisoquin)

] schnelle | langsame
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o Abb.6.24 Phanotypisierung des Debrisoquin/Spartein-Polymorphismus durch den Meta-
bolisierungsquotienten (bimodale Haufigkeitsverteilung). Nach Brockmiiller

erhilt man bei statistischer Auswertung im Falle der monogenetisch bedingten Merk-
malsauspragungen mehrgipflige (multimodale) Haufigkeitsverteilungen, wobei die
Anzahl der Gipfel der Zahl der unterscheidbaren Phinotypen innerhalb der Population
entspricht. Polygenetisch bedingte Merkmalsauspragungen ergeben demgegeniiber
innerhalb einer Population eine eingipflige (unimodale) Verteilung (im Idealfall eine
Normalverteilung). Die Erkennung genetischer Unterschiede ist in diesem Fall problema-
tisch.

Beziiglich der Biotransformation wird zwischen langsamen (poor; PM), intermedia-
ren (intermediate; IM), schnellen (extensive; EM) und ultraschnellen (ultra rapid; UM)
Metabolisierern unterschieden.

Ein klinisch relevanter genetischer Polymorphismus ist insbesondere bei folgenden
Biotransformationsenzymen festgestellt worden:

CYP1A1 und CYP1A2 (in Bezug auf die Induzierbarkeit), CYP1B1 (mit Auswirkun-
gen auf den Metabolismus von polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen mit
Relevanz fiir das Lungenkrebsrisiko), CYP2C8, (Metabolismus von Paclitaxel u.a.),
CYP2C9 (s.u.), CYP2C18, CYP2CI19 (s.u.), CYP2D6 (s.u.) CYP3A4, CYP3A5, UGT1Al
(auf 30% veringerte Aktivitit bei Gilbert-Syndrom), UGT1A4, UGT1A7, UGT1AS8,
UGT1A10, UGT2B7, Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT, s.u.), N-Acetyltransferase
(NAT1 und NAT2), Pseudocholinesterase, Glutathion-S-Transferasen GSTM1 und
GSTTI.

Der am lingsten bekannte genetische Polymorphismus bei der Biotransformation
betrifft den Metabolismus von Isoniazid. Der Hauptweg der Metabolisierung des Isonia-
zids (» Kap. 6.4.4) ist die Acetylierung durch N-Acetyltransferase (NAT2), die sowohl bei
Zwillingsuntersuchungen (Variabilitat bei zweieiigen Zwillingen wesentlich grofSer als bei
eineiigen) als auch in populationsgenetischen Studien als genetisch polymorph erkannt
wurde. Das Merkmal schnelle Acetylierung, das eine kiirzere Eliminationshalbwertszeit
bedingt, verhilt sich im Erbgang dominant, d.h. sowohl homozygote als auch heterozy-
gote Trager dieses NAT2-Gens bilden den Phianotyp des schnellen Acetylierers aus, wih-
rend bei langsamen Acetylierern das rezessive Gen stets homozygot vorliegt. Dement-
sprechend ergibt sich fiir den Acetylierungsstatus bei drei moglichen Genotypen eine
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o Abb.6.25 Bimodale Hau-
32 figkeitsverteilung der N-Ace-
: tyltransferase NAT2

Anzahl
-
()]
1

Parameter

o Tab.6.11 Prozentualer Anteil langsamer Acetylierer des Isoniazids. Nach Bornschein

Population Langsame Acetylierer (%)
Buschmé@nner der Kalahari-Region 3
Kanadische Eskimos 5
Polynesier 7
Japaner, Koreaner 10-12
Thais 30
Volkstdmme Siidafrikas 40-42
Afroamerikaner 40-51
Volkstdmme Ostafrikas 55
Europder, Kanadier, Amerikaner europdischer Herkunft 58-62
Hindus 58-60
Sudanesen 65
Agypter, Athiopier 83

bimodale Verteilung (zwei Phinotypen) nach dem Muster in o Abb. 6.25. oTab. 6.11 zeigt
den Anteil langsamer Acetylierer in verschiedenen ethnischen Gruppen.

Diese Ergebnisse zeigen im Ubrigen, dass das rezessive Gen eine ungewdhnlich hohe
Frequenz besitzt.

Der gleichen genetischen Kontrolle unterliegt die Acetylierung von Procainamid,
Dapson, Sulfadiazin, Sulfadimidin und wahrscheinlich auch von weiteren Aminoverbin-
dungen, aber nicht die von z. B. Sulfanilamid. Da andererseits keine Korrelation mit der
Acetylierung von p-Aminobenzoesdure festzustellen war, wurde die Existenz eines weite-
ren Isoenzyms der N-Acetyltransferase (NAT1) vermutet. Die NAT1 galt bis in die 1990er
Jahre im Unterschied zur NAT?2 als genetisch monomorph. In den 1990er Jahren wurde
durch Genotypisierung und die Verwendung von isoenzymspezifischen Substraten im
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o Tab.6.12 Genetischer Polymorphismus der NAT1. Nach Bruhn et al.

Genotyp Phanotyp (Haufigkeit, %)

3/°3, "31'%, "3/°10, "u/'L, Hohe Aktivitdt (88,8)
‘4/°10, "10/°10

411, "4/°14, "10/°11, Mittlere Aktivitdt (10,5)
'10/"14, "11/°11

*15/°15 Defizienz (0,7)

O Tab.6.13 Genetischer Polymorphismus von CYP2D6 (Debrisoquin/Spartein-Polymorphis-
mus). Nach Brockmdller

Phanotyp (Genotyp) Bezeichnung Hdufigkeit in
Deutschland (%)

Langsame Metabolisierer, poor metabolizer PM 7
(Null-Allel/Null-Allel)

Intermedidre Metabolisierer, intermediate metabolizer IM 10
(teilfunktionelles Allel/Null-Allel)

Schnelle Metabolisierer, extensive metabolizer EM 80
(zwei Wildtyp-Allele oder Wildtyp-Allel/teilfunktionelles Allel)

Ultraschnelle Metabolisierer, ultrarapid metabolizer” UM 3
(Genamplifikation eines funktionellen Allels)

* Bis zu 13 Kopien des (YP2D6-Gens nachgewiesen

Rahmen der Phanotypisierung auch fiir die NAT1 ein genetischer Polymorphismus nach-
gewiesen (o Tab. 6.12).

Genetisch kontrolliert sind auch Esterasen, die z. B. Paraoxon hydrolysieren (Paraoxo-
nase), und die Pseudocholinesterase (Butyrylcholinesterase = BCHE), die in einer auto-
somal rezessiv vererbten atypischen Form vorliegen kann. Diese bedingt bei homozygo-
ten Defekttrdgern eine erheblich verldngerte muskelrelaxierende Wirkung von Suxame-
thonium und Mevacurium. Essind mehrere genetische Varianten der Pseudocholinesterase
bekannt. Homozygote Personen fiir die atypische Variante des Enzyms (ca. 1:2000) hyd-
rolysieren die genannten Muskelrelaxanzien nur langsam, und der Patient muss bis zum
Abklingen der muskelrelaxierenden Wirkung beatmet werden (Nachbeatmung bei Nar-
kose), da es andernfalls zu Komplikationen durch Atemldhmung kommen kann.

Der am lingsten bekannte genetische Polymorphismus eines humanen Cyt-P-450-Iso-
enzyms ist der von CYP2D6, der zunichst nach den fiir die Phénotypisierung verwende-
ten Substraten als Debrisoquin/Spartein-Polymorphismus bezeichnet wurde. Nach den
heute zum CYP2D6-Polymorphismus vorliegenden Ergebnissen sind dabei >50 Muta-
tionen im CYP2D6-Gen nachgewiesen worden, darunter 15 autosomal rezessive Null-Al-
lele und mehrere teilfunktionelle Allele mit Auswirkungen auf den Phénotyp. Diese kon-
nen in Bezug auf die 4-Hydroxylierung von Debrisoquin (6,113 - 6,114) bzw. die N-Oxi-
dation von Spartein zu vier unterscheidbaren Phianotypen fithren (oTab. 6.13).
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o Tab.6.14 Klinische Relevanz des CYP2D6-Polymorphismus. Nach Brockmaoller

Indikationsgebiet Arzneimittel (Auswahl)
Kardiologie
Klasse-1-Antiarrhythmika Ajmalin, Encainid”, Flecainid, Mexiletin

Prajmalin, Propafenon

Betablocker Alprenolol, Carvedilol, Metoprolol, Timolol, Propranolol
Psychiatrie
Antipsychotika Haloperidol, Olanzapin, Perphenazin, Risperidon

Sertindol, Thioridazin, Zuclopenthixol

Antidepressiva Amitriptylin, Clomipramin, Desipramin, Imipramin
Nortriptylin, Maprotelin, Mianserin
Fluoxetin, Fluvoxamin, Paroxetin, Venlafaxin

Schmerztherapie

Opioide Codein®, Dihydrocodein®, Tramadol®
* Prodrug
OH
- )\
N____NH ; N
“ SINS
|
NH,
6,113 6,114

Der PM-Phinotyp ist durch einen autosomal rezessiven Defekt der 4-Hydroxylierung
von Debrisoquin und der N-Oxidation des Sparteins charakterisiert, die MR betrégt bei
PM 12,3 bzw. 20. Die Haufigkeit von PM bei Européern liegt bei durchschnittlich 7,4 %.
Der Anteil PM in anderen ethnischen Gruppen ist z. T. niedriger, z. B. bei Agyptern 1%,
Chinesen 1,4 %, Finnen 4 %, Japanern < 1 %.

Der CYP2D6-Polymorphismus spielt bei mehr als 30 Arzneistoffen eine Rolle. Die kli-
nische Relevanz des CYP2D6-Polymorphismus zu einigen Indikationsgebieten ist in
o Tab. 6.14 aufgefiihrt.

Anhand des folgenden Beispiels werden die klinischen Konsequenzen des CYP2D6-Po-
lymorphismus deutlich. Das Antiarrhythmikum Propafenon wird hauptsichlich in
5-Stellung hydroxyliert (60% und mehr) und unterliegt bei der ersten Leberpassage
einem hohen First-pass-Metabolismus (» Kap. 6.4.7), so dass die Bioverfiigbarkeit bei EM
eingeschrinkt ist. PM bilden wegen des Defizits an CYP2D 6 nur geringe Mengen des
Metaboliten. Die dadurch verbesserte Bioverfiigbarkeit fithrt zu mehrfach erhéhten Plas-
mawerten (o Abb. 6.26). Diese hoheren Konzentrationen bewirken u.a. eine verstarkte
Inzidenz von ZNS-Nebenwirkungen bei PM (67 %) gegeniiber EM (14 %). Dosiskorrektu-
ren bei solchen Patienten sind dann erforderlich. Bei ultraschnellen Metabolisierern ist
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o Abb.6.26 Auswirkungen des genetischen Polymorphismus von CYP2D6 auf die Pharmako-
kinetik von Propafenon. Nach Kromer

dagegen die Bioverfiigbarkeit so stark verringert, dass eine ganz erhebliche Dosiserho-
hung notwendig wére, um wirksame Plasmaspiegel zu erzielen. Besser als die Gabe von
Megadosen ist in diesen Fllen allerdings die Wahl eines anderen Arzneistoffs, der nicht
von CYP2D6 metabolisiert wird.

Die Auswirkungen der Genamplifikation des CYP2D6-Gens auf die erforderliche
Dosis und auf die Pharmakokinetik von Nortriptylin sind in o Abb. 6.27 dargestellt.

Im Hinblick auf die Globalisierung ist die sehr unterschiedliche Haufigkeit der ultra-
schnellen Metabolisierer in verschiedenen ethnischen Gruppen besonders zu beachten
(oTab.6.15). Als Ursache fiir die differenzierte regionale Haufigkeitsverteilung wurde
wiederholt ein Selektionsvorteil von ultraschnellen Metabolisierern in Bezug auf die Ent-
giftung von pflanzlichen Alkaloiden im Verlauf der Evolution diskutiert.

CYP-Polymorphismen sind auch fiir andere Isoenzyme bekannt. Als molekulargeneti-
sche Ursachen fiir den Polymorphismus von CYP2C9 (o Tab. 6.16) sind zwei Mutationen
(SNP) im CYP2C9-Gen mit erheblichen Funktionsverlusten des exprimierten Enzyms
erkannt worden. Die Konseqenzen sind verstirkte Haupt- und Nebenwirkungen bei
homozygoten Defekttriagern und erhohte Risiken bei Arzneistoffen mit geringer thera-
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o Abb.6.27 Pharmakokinetik von A Nortriptylin und B 10-OH-Nortryptilin in Abhdngigkeit
von der Anzahl der aktiven CYP2D6-Gene. Nach Mellstrom

o Tab.6.15 Haufigkeit ultraschneller Metabolisierer von CYP2D6-Substraten

Ethnische Herkunft
Ostasien

Nord- und Mitteleuropa
Stideuropa und Tiirkei

Athiopien und Saudi-Arabien

Haufigkeit (%)

20-30

Tab.6.16 Genetischer Polymorphismus von CYP2(9. Nach Hess

Genotyp

CYP2C9 "1/°1 (Wildtyp)
CYP2C9 "2/"2

CYP2C9 "3/"3

CYP2C9 "2/"3

CYP2(9 "1/"2

CYP2(9 "1/°3

Haufigkeit in Europa (%)
62

1

1

1

18

17
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