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l. Binleitung

Durch die enorm verbesserten analytischen Moglichkeiten ist
der Erkenntnisgewinn iiber die Pharmakokinetik und den
Metabolismus sowohl von neu in die Therapie eingefilhrten
als auch von dlteren Arzneistoffen in den letzten Jahren
stark angewachsen.

Zweifellos setzt die optimale Pharmakotherapie Kenntnisse
der Pharmakokinetik voraus, um durch die gewdhlte Dosis und
die Dosierungsintervalle therapeutische Plasma- und damit
(in der Regel) Wirkort- (Rezeptor)} Konzentrationen zu
erreichen und subtherapeutische bzw. toxische Werte zu
vermeiden.

Zusétzlich ist es eher die Régel als die Ausnahme, daf (vor
allem &ltere) Patienten mehrere Arzneimittel gleichzeitig
einnehmen, so daf - eventuell auch nur theoretische -
pharmakokinetische und pharmakodynamische Interaktionen gut

untersucht sein sollten.

Die Histamin Hz-Rezeptorantagonisten wie Cimetidin,
Famotidin oder Ranitidin, die zur Therapie und (Rezidiv-)
Prophylaxe von peptisc¢hen Ulcera, stref-induzierter
Ladsionen, Refluxdsophagitis und des Zollinger—-Ellison-
Syndroms eingesetzt werden, gehdren zu den meist

verschriebenen Arzneimitteln. So scll Ranitidin die
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weltweit am hiufigsten verordnete Substanz sein
(Heinzl 1987).
Auf Platz 3 der verordnungsstirksten Indikationsgruppen
standen 1986 in der Bundesrepublik Deutschland die Magen-—
Darm—Mittel, von denen die Hz -Rezeptorantagonisten mit
zusammen 65,6 Millionen definierten Tagesdosen (DDD) einen
gropen Teil ausmachen (Schwabe und Paffrath 1987).
Die Gruppe der Analgetika/Antirheumatika stand 1985 und
1986 mit weitem Abstand auf Platz 1 der verordnungs-
stirksten Indikationsgruppen in der Bundesrepublik
Deutschland. Bei den nichtsterocidalen Antirheumatika (NSAR)
dominierte die Substanz Diclofenac mit nahezu der Halfte
der Verordnungen 1986. Weitere hiufig eingesetzte
Antirheumatika sind Indometacin, Piroxicam, Ketoprofen,

Ibuprofen und Naproxen (Schwabe und Paffrath 1987).

Die hiufigsten unerwiinschten Wirkungen der NSAR betreffen
den Gastrointestinaltrakt. Sie werden durch lokale
Schadigung der Mukosa (himorrhagische Gastritis) einerseits
(vor allem durch Salicylate, Gilbert et al. 1984) und durch
Hemmung der Cyclooxygenase und damit der Synthese von
Prostaglandinen, vor allem der E-Gruppe (Vane 1971),
andererseits hervorgerufen (Arvidsson et al. 1975, Beard et
al. 1987, Bjarnason et al. 1987, Caradoc-Davies 1984,

Clinch et al. 1987, Duggan et al. 1986, Henry et al. 1987,
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Jick und Porter 1978, Lanza et al. 1979, Larkail et al.

1987).

Auper der Provokation von Ulcera duodeni et ventriculi und
in manchen F&llen zentralnervdésen Stdérungen (Midigkeit,
Verwirrtheit, RKopfschmerzen, Schwindel) sind als
unerwiinschte Wirkungen dieser Substanzgruppe insbesondere
die zwar seltenen aber schweren Konochenmarksschiédigungen
bis hin zur Agranulozytose zu beachten.

Da bis auf weiteres in der Therapie verschiedenster
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises auf die NSAR
wegen ihrer antiphlogistischen und analgetischen Wirkungen
nicht verzichtet werden kann, ist die Frage nach den
optimalen Dosierungsintervallen und der optimalen Dosierung
von groBer Bedeutung.

Dies ist von besonderer Relevanz, wenn zur Vermeidung
{(Prophylaxe und Therapie) gastro-intestinaler
Nebenwirkungen gleichzeitig andere Arzneimittel gegeben
werden.

Neben den Antacida (Levy et al. 1975), Pirenzepin,
Sucralfat (Manniche et al. 1987), dem Hemmstoff der H+/K+-
ATPase der Parietalzelle Omeprazol (Ronturek et al. 1983a)
und den Prostaglandinderivaten (Aadland et al. 1987,
Gilbert et al. 1984, Miller et al. 1981, Silverstein et al.

1987) kommen veor allem die sehr gut untersuchten
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{Brimblecombe et al. 1985, Editorial 1988}
Hz ~-Rezeptorantagonisten Cimetidin und Ranitidin fir diese
Indikatibnen in Frage (Croker et al. 1980, Rauffman und
Grossman 1978, MacKercher et al. 1977, Konturek et al.

1983b, LoTudice et al. 1981, Welch et al. 1978).

Die Entdeckung der Histamin H: -Rezeptoren durch Black et
al. (1972) und die Entwicklung des potenten Histamin

Hz -Rezeptorantagonisten Cimetidin (Brimblecombe et al.
1975) haben neue Mdéglichkeiten in der Therapie peptischer
Ulcera erbffnet.

Aufgrund der breiten und haufig auch langfristigen
Anwendung von Hz -Rezeptorantagonisten wurde schon bald nach
ihrer Einfihrung in die Therapie die Aufmerksamkeit auf die
Mé&glichkeit klinisch relevanter Interaktionen mit anderen
Arzneistoffen gelenkt. Nach ersten Fallberichten iber
Wechselwirkungen von Cimetidin mit Warfarin (Flind 1978,
Silver und Bell 1979%9) konnten Puurunen und Pelkonen (1979)
zeigen, daP Cimetidin die N-Demethylierung von Aminopyrin
durch Rattenlebermikrosomen hemmt und die Hexobarbital-
Schlafzeit bei Ratten verlangert.

In vitro-Versuche mit Lebermikrosomen von Nager und Mensch
zeigten, daB Cimetidin und in geringerem Mafe Ranitidin an
Cytochrom P-450 gebunden werden (Rendié¢ et al. 1979, 1982,

1983, 1984, Xnodell et al. 1982, Speeg et al. 1982) und
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somit lber eine Hemmung des flir den oxidativen
Arzneistoffmetabolismus wichtigen mischfunktionellen
Monooxygenasesytems mit anderen Pharmaka interferieren
kénnen (Reimann und Klotz 1986).
Rendié et al. (1979) zeigten, daB Cimetidin, wie wviele
andere stickstoffhaltige lipophile Basen (Wilkinson et al.
1972, 1974), mit dem mikrosomalen Cytochrom P-450-System
der Rattenleber ein Typ-II Bindungsspektrum (Schenkman et
al. 1967) ergibt.
Die Affinitdt zum Cytochrom P-450 ist so grof, dap
Cimetidin die Cytochrom P-450-abhangigen Monooxygenasen der
Leber auch in klinisch relevanten Konzentrationen hemmen
kann (Klotz und Reimann 1984).
Die Ergebnisse zahlreicher Studien zur Interaktion von
Hz ~Rezeptorantagonisten mit anderen Arzneistoffen wurden in
mehreren Ubersichtsarbeiten zusammengefaft {(u.a. Kirch et
al. 1984, Klotz und Reimann 1984, Reimann und Klotz 1986,
Sedman 1984, Somogyi und Gugler 1982, Somogyi und Muirhead
1987).
Klinisch bedeutsame Interaktionenrmit Cimetidin betreffen
die Arzneistoffe Ketoconazol (Reduktion der Flache unter
der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) um 65%), Warfarin
{erhdhter Wirkspiegel, verlidngerte Eliminationshalbwerts-
und Prothrombinzeit, erniedrigte Clearance), Phenytoin

(erhdhter Wirkspiegel, verlidngerte Eliminations-
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halbwertszeit, erniedrigte Clearance}, Theophyllin (wie
Phenytoin) und Lidocain (erhéhter Wirkspiegel, erniedrigte
Clearance und Verteilungsvolumen, verlingerte
Eliminationshalbwertszeit und grdépere Bioverfiigbarkeit)

(Reimann und Klotz 1986).

Pharmakokinetische Interaktionsstudien zwischen

Hz -Rezeptorantagonisten und NSAR finden sich in der
Literatur vergleichsweise wénig.

Trnavskd et al. (1985) zeigten, dap nach Cimetidintherapie
die Clearance von Salicylsdure reduziert, die
Eliminationshalbwertszeit verlidngert und die AUC
vergréfert war. Sullivan et al. (1986) fanden eine grofere
AUC wvon Flurbiprofen unter-der Gabe von Cimetidin, nicht
aber bei Gabe von Ranitidin. Conrad et al. (1984)
untersuchten den Einflup von Cimetidin auf aie
Ibuprofenkinetik bei Einmaldosis-Applikation und fanden
keinen Unterschied in der Eliminationshalbwertszeit und der
AUC, wihrend in einer weiteren Studie (Ochs et al. 1985)
Cimetidin, im Gegensatz zu Ranitidin, die AUC und die
maximale Plasmakonzentration (Caax) von Ibuprofen erhdhte
und die Clearance erniedrigte. Howes et al. (1983) konnten
zeigen, daf Cimetidin die mittlere steady state-Plasma-

konzentration von Indometacin erniedrigt.
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Unklar ist bis heute, wie der genaue Mechanismus der
Interaktion der H: -Rezeptorantagonisten bei der
hepatischen Elimination ist.
Untersuchungen zum Metabolismus der H:z -Rezeptorantagonisten
kénnten im Hinblick auf diese Fragestellung nitzlich sein.
Der Metabolismus von Cimetidin war bisher in wenigen
Untersuchungen Gegenstand der Forschung {(Taylor und
Cresswell 1975, Taylor et al., 1978, Mitchell et al. 1982a,
1982k). Beim Menschen ist der Haqptmetabolit das
N-Glucuronid (Mitchell et al. 1982b), der
Phase I-Hauptmetabolit bei der Ratte, Hund und beim
Menschen ist das Cimetidinsulfoxid, welches bei ménnlicheg
Wistar-Ratten ca. 30% der im Urin unverédndert
aﬁsgeschiedenen Cimetidinmenge ausmacht (Taylor et al.
1978).
Der biochemische Mechanismus dieser Oxidation an der
Thiocether—-Struktur des Cimetidins ist bisher unklar.
Einerseits konnte diese Sulfoxidation durch Cytochrom{e)
P-450, andererseits aber auch durch Flavin-abhangige
Moncoxyvgenasen (FMO; N,N-Dimethylanilin-N-Oxidase,
EC 1.14.13.8) oder andere mikrosomale Enzyme (Fukushima et
al. 1978) katalysiert werden.
Selbst eine nicht-enzymatische Oxidation der Substanz ist

bisher noch nicht sicher ausgeschlossen worden.



2. Problemstellungen

Etintidin (2-Cyan-l1-[4-(5-methyl-4-imidazolyl) -3~
thiabutyl]=-3-(2-propinyl)guanidin) ist ein neuerer Histamin
H: -Rezeptorantagonist, der sich strukturell vom Cimetidin
ableitet. Obwohl Etintidin sich nur durch eine zusatzliche
Ethinylgruppe an der N-Methyl-Position vom Cimetidin
unterscheidet (Abb. 1), erwies sich Etintidin sowohl in
vitro als auch in in vivo-sStudien starker potent als
Cimetidin.

Dies konnte auch in klinischen Untersuchungen bestatigt
werden (Brater et al. 1982a, Cavanagh et al. 1983, Mevers

und Peterson 1980).

M CHy=S~CHy—~CHy—NH—C-NH—CH,~C=CH

H N—C=N

~
Etintidine

H3C CHz-S—CHz—CHg—NH—ﬁ-NH—CHg
H N-C=N

Cimetidine

Abb. 1. Strukturformeln der beiden Histamin

H: ~Rezeptorantagonisten Etintidin und Cimetidin
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Eine gleich gute Wirksamkeit von Etintidin und Ranitidin
fanden Dammann et al. (1984) in der Therapie veon Ulcera
duodeni und Wienbeck et al. (1986) in der Therapie der

Refluxdsophagitis.

Zur Abschétzung der méglichenIpharmakokinetischen
Interaktionen von Etintidin scllten in vitro-Untersuchungen

durchgefiihrt werden. Als Vergleich diente das Cimetidin.

2.1. Interaktionen von Cimetidin und Etintidin mit dem
Cytochrom P~450-System der Rattenleber.

Es sollte untersucht werden, ob Etintidin, wie Cimetidin,
mit dem Cytochrom P-450-System der Rattenleber
interagiert. Hierzu kommen einerseits Bindungsstudien mit
Lebermikrosomen und andererseits Hemmversuche der durch
Cytochrome P-450 katalysierten Enzymreaktionen
{Benzphetamin-N-Demethylierung, Ethoxyresérufin—o—
Deethylierung, Benzo(a)pyren-Oxidation und

Benz{a)anthracen—-Oxidation} in Frage.

2.2. Metabolismus von Cimetidin und Etintidin.

Angaben zum Metabolismus von Etintidin liegen bisher nicht
vor. Widhrend liber pharmakockinetische Interaktionen von
Cimetidin mit anderen Substanzen bereits eine Reihe von

Daten vorliegen, gibt es {iber den biochemischen Mechanismus
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der Metabolisierung von Cimetidin keine differenzierten
Untersuchungen. Hier interessiert vor allem die Frage der
méglichen Sulfoxidation.
Nach Etablierung ven Analysenmethodén Zur Bestimmung von
Cimetidin, Etintidin und den entsprechenden Sulfoxiden in
Mikrosomensuspensionen sollte versucht werden, den
biochemischen Mechanismus der Sulfoxidation von Cimetidin
und Etintidin aufzukliren und der Frage nachgegangen
werden, ob diese Sulfoxide Substrate fiir mikrosomale

Enzynsysteme der Rattenleber darstellen.

2.3. Interaktionen von nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR) mit H:-Rezeptorantagonisten.

2.3.1. Etablierung von Analysenmethoden fir die Bestimmung
der NSAR Diclofenac, Indometacin, Naproxen (und des
méglichen Metaboliten 6-0-Desmethylnaproxen), Piroxicam und
Salicylsdure im menschlichen Plasma.

2.3.2. Untersuchungen zum Einflupf von Ranitidin auf die
Hydroxyliefung von Diclofenac durch Ratten- und
Menschenlebermikrosomen.

2.3.3. Untersuchungen zum Einflup von Ranitidin auf die
Pharmakokinetik und minimale steady state-Plasma-

konzentraticnen von Indometacin bei freiwilligen Probanden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Die Substanzen sind nach den Jjeweiligen Lieferanten
geocrdnet aufgelistet. Alle anderen verwendeten Chemikalien
stammten von Merck bzw. Merck-Schuchardt (Darmstadt)}. Alle

Chemikalien warenh von grdpBter erhaltlicher Reinheit.

Adenylchemie GmbH (Berlin)

Isoxicam

Asche AG {Hamburg)

Etintidin-HC1

Asta_ Pharma AG (Frankfurt)

Methimazol (Thiamazol, FavistanR® Ampﬁllen)
Baker (Gross—Gerau)

Acetonitril (HPLC Grade)

Bayvropharm GmbH (Leverkusen)

Ketoprofen
Bio-Rad (Miinchen)
Gamma-Globulin vom Rind

Protein Assay Reagen:z
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Bischoff GmbH (Leonberg)

HPLC-S8ulen {250 x 4,6 mm I.D.), gefdllt mit LiChrosorbR
RP-8, 5 um (Merck)

2 cm Vorsiulen, gefiillt mit LiChrosorb®R RP-8, 7 um (Merck)

Boehringer (Mannheim)

NAD, NADP, NADH, NADPH

Isocitratdehydrogenase (ICDH)

Ciba-Geigy (Basel, CH)

Diclofenac, -Na

4',5-Dihydroxydiclofenac

5-Hydroxydiclofenac

3'-Hydroxydiclofenac

4'-Hydroxydiclocfenac

4'-Methoxydiclofenac (CGP 4287)

Fluka (Neu-Ulm}

Benz(a)anthracen nach Umkristallisation (Reinheitsgrad
besser als 99%)

Benzo{a)pyren

Glaxo (Ware, Herts., UK)

N~-Methyl-N'-[3-{{3-dimethylaminomethyl}phenoxy]lpropyl] -
2-nitro-1,l-ethendiamin, -HCl (AH 20480}

Ranitidin, -HCl (Zantic® Ampullen)

Gddecke AG (Freiburg)

Mefenaminsiure
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Hoffmann—-La Roche AG ({(Basel, CH)

Carprofen
ICT (Frankfurt)
Bond Elutf Cis (1 ml)-Sdulen

Lindopharm GmbH (Hilden)

Flufenaminsdure

Macherey & Nagel (Diren)
HPLC-SAulen Nucleosil® 120-5 Cs
Merckle GmbH (Blaubeuren)
Ihuprofen

Lonazoclac=Ca

Monsanto (Dilisseldorf)

{250 x 4 mm I.D.)

Aroclor 1254 (polychlorierte Biphenyle)

MSD Sharp und Dohme (Minchen)

Indometacin

Pfizer (Karlsruhe!

Piroxicam

Riedel-de Haen (Seelze)
DC-Mikrokarten SIF (5 x 10 cm)
Roth (Karlsruhe)
5,6-Benzoflavon

Serva (Heidelberg)

Catalase (65000 U/mg)

D,L-Nas -Isocitrat (IC)

Triton X-100
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Smith, Kline und French (Welwyn Garden City, Herts., UK}
Cimetidin, -HCl (Tagamet®R Ampullen)
Cimetidinsulfoxid
Syntex (Palo Alto, Calif., USA)}
$ (+) -Naproxen
6-0~Desmethylnaproxen

Universitdts—-Krankenhaus Eppendorf, Apotheke

Acetylsalicylsdure (Ph.Eur.)

Erdnufoel (DAB 8)

Humanplasma {(Blutbank bzw. Eigenplasma)
Paracetamol (DAB 9)

Salicylamid (DAC)

Salieylsiure (Ph.Eur.)

Destilliertes Wasser (sterilisiert)
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3.1.1.1. Synthese von Etintidinsulfoxid
500 mg (1,6 mmol) Etintidin-HC1l wurden bei 4 °C in 10 ml
destilliertem Wasser geldst. 340 mg (1.6 mmol) Natrium-
meta-pericdat, geléét in 3 ml destilliertem Wasser
(6 °C), wurden tropfenweise: (10 ml h-!) unter stindigem
Rihren zugegeben. Nach 90 min Riihren bei 4 °C wurde
langsam auf Raumtemperatur erwirmt, das Reaktionsgemisch
fiber 24 h gerithrt und anschliefend mit einer 10 %igen
Naz COs ~Lésung auf pH 9 eingestellt. Die Reaktionsldsung
wurde mit dem 3-fachen Volumen Essigséureethyiester
extrahiert. Die organische Phase wurde am
Rotationsverdampfer im Wasserstrahlvakuum abgezogen und die
erhaltene Substanz durch Umkristallisation aus
Aceton/Wasser gereinigt. Der Verlauf der Reaktion wurde
von Beginn an diinnschichtchromatographisch (Bedingungen s.
3.2.6.1.) verfolgt.
Die Identifizierung der Substanz als Etintidinsulfoxid
erfolgte mittels Fourier-Transform—-Infrarotspektroskopie
(1 mg/150 mg KBr, >S=0 Bande bei 1040 cm '}, die Reinheit
(93 %; 4 % unverandertes Etintidin) wurde mit der HPLC

{Bedingungen s. 3.2.6.2.) bestimmt.

3.1.1.2, Synthese wvon Ethoxyrésorufin
Die Synthese von Ethoxyresorufin wurde nach der Methode von

Prough et al. {(1978) durchgefiihrt.



16
3.1.2. Tiere
Minnliche Wistar-Ratten wurden direkt vom Ziichter
(Hagemann, Hannover) erworben. Sie erhielten

Standardnahrung (AltrominkR) und Trinkwasser ad 1lib.

3.1.2.1. Vorbehandlung der Tiere

Minnliche Wistar—-Ratten (190 * 20 g KG) erhielten 80 mg
Phenobarbital-Na (in 0,9 % NaCl) kg-! i.p. taglich fir
3 Tage oder 0,1 % Phenobarbital-Na in Trinkwasser fir

7 Tage, 40 mg 5,6-Benzoflavon (in Erdnupoel) kg-! i.p.
tdglich flir 3 Tage oder einmal polychlorierte Biphenyle
{300 mg Aroclor 1254.in 1 ml ErdnuBoel kg-!') p.o.,

Kontrolltiere erhielten nur die Ldsungsmittel.

3.1.3. Menschliches Lebergewebe

Proben menschlichen Lebergewebes wurden von Organspendern
im Zustand des zentralen Todes erhalten. Die Leberproben
wurden unmittelbar nach der Entnahme in Teilen von ca. 10 g
mit fllissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis

zur Aufarbeitung aufbewahrt.



17
3.1.4. Geréate
Homogenisator: Braun—-Melsungen
(Typ: Potter—-Elvehjem)
Zentrifugen: MSE High Speed 18
MSE Multex d
Eppendorf Tischzentrifuge 5413
Ultrazentrifugen: Kontron TGA 65
Beckmann L 50
Rotoren: Kontron TFT 65.38
Beckmann 50 TI
Photometer: Shimadzu UV-200
‘Aminco DW-2

Fluoreszenzphotometer: Aminco-Bowman

pH-Meter: Knick
Heizblock: * Thermolyne Dri-Bath
Schiittelapparaturen: Eppendorf Mixer 5432

GFL Schiittelwasserbad

Heidolph Riittler

Ultraschallbad: Julabo USR 3

FT-IR: Nicolet B5-MX
Extraktionssystem: Baker-10 Extraction System
Computer: Siemens PC 1611

Panatek EBFC/XT
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HPLC: Milton Roy (Hasselroth}:

Constametric-III Pumpen

Spectro Monitor D
- Acesgsory Control Module

- Chromatography Control Module

CI-10 Integrator

- Houston Printer/Plotter

- Sekonic Printer/Plotter

Kontron {Eching):

- automatischer Probengeber MSI 660
Bio—-Rad (Miinchen):

- HPLC Pumpe Model 1330

Rheodyne (ICT, Frankfurt):

- Probeninjekticonsventil 7010

i

Probeninjektor 7125

-~ 6-Position-Selektionsventile 7060

20, 50 und 100 pul Probenschleifen
Hamilton:

- 25 und 100 pl HPLC-Spritzen
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3.2. Methoden

3.2.1. Mikrosomenpréparation

Lebermikrosomen wurden nach der Methode wvon Kutt und Fouts
(1971) prépariert: Wistar-Ratten wurden nach Genickschlag
dekapitisrt und die Lebern der Tiere sofort nach Entnahme
gewogen, klein geschnitten, mit eiskaltem 0,15 mol KC1l-
Puffer 1-! (pH 7,45) blutfrei'gespﬁlt und in einem Potter-
Elvehjem-Homogenisator mit Puffer im Verh&ltnis 1:4
homogenisiert. Menschliche Leberproben wurden iiber Nacht
bei 4 °C im Puffer aufgetaut und vor dem Homogenisieren mit
einem Skalpell zerkleinert. Das Homogenat wurde bei

10.000 x g 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der dabei
.erhaltene {iberstand wurde bei 105.000 x g bei 4 °C 60 min
ultrazentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Réhrchen vom Feﬁt gereinigt. Der aus Mikrosomen bestehende
Niederschlag wurde in RKCl-Puffer resuspendiert und mit

einem Handhomogenisator rehomogenisiert.

Alle Versuche wurden mit jewells frisch hergestellten

Mikrosomensuspensionen durchgefiihrt.
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3.2.2. Bestimmung des Proteingehalts
Proteinbestimmungen wurden nach der Methode von Bradford
(1976) mit dem Bio-Rad Protein-Kit und Gamma-Globulin {vom

Rind) als Proteinstandard durchgefithrt.

3.2.3. Bestimmung des Cytochrom P—-450-Gehalts

Die Bestimmung des Cytochrom P-450-Gehaltes erfolgte nach
der Methode von Omura und Sato (1964) am Amince DW-2, mit
der Modifikation, dap statt Phosphatpuffer Tris-HC1l

(pH 7.,45) benutzt wurde.

3.2.4. Messung der Differenzspektren

Differenzspektren wurden auf einem Aminco DW-2
Spektrophotometer im "split beam mode" registriert:

In 10 mm Halbmikrokiivetten wurden in die Mef- und
Referenzkitvette 1 mg mikrosomales Protein ml Tris-Puffer-!
(pH 7.45) pipettiert und ein Nullabgleich {iber den
Wellenldngenbereich 360 - 500 nm durchgefilhrt.
Btintidin-HEC1l (10 mg ml Wasser-!) bzw. Cimetidin-HCl

(10 mg ml Wasser-!) wurden in Mikroliter—-Aliqueots in die
MeBkiivette pipettiert. Das gleiche Volumen Wasser wurde in
die Referenzkiivette gegeben. Nach dem Mischen wurde das
Spektrum registriert (0,02 - 0,05 Absorption,
Schreibergeschwindigkeit: 5 nm sec -!) und die

Extinktionsdifferenz zwischen Absorptionsmaximum und
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Absorptionsminimum (A A = Amex — Amin) fir Jede
RKonzentration notiert.
Da in der doppelt-reziproken Darstellung [4 A]-! vs.
[Substratkonzentration]-! keine Gerade sondern eine zum
Ursprung gebogene Kurve erhalten wurde, wurde unter der
Annahme der Beteiligung von zwei verschiedenen Cytochromen

P~-450 den Mefpunkten eine Hyperbel der Formel

_ AAmaxi - [S] DAmaxz « [S]
AA = =+ 181 Y ke + IS

angeglichen und daraus die spektralen Dissoziations-
konstanten Ksi1 und Ksz berechnet.
Hierzu diente das Programm "EVOL"™ (Schwefel 1977), das auf

einem Siemens PC 1611 in BASIC programmiert wurde.
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3.2.5. Inkubationen mit Lebermikrosomen
Soweit nichts anderes angegeben, wurden alle Bestimmungen

mindestens zweifach durchgefihrt.

3.2.5.1. Benzphetamin-N-Demethylierung
Die N-Demethylierung von Benzphetamin (Abb. 2) wurde fiiber
das gebildete Formaldehyd nach Nash (1953) mit

Modifikationen von Werringloer (1878} gemessen.

G CHy

~CHy—CH-N-CHo-

Abb. 2. Strukturfomel von Benzphetamin
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Der komplette Inkubationsansatz (2 ml) bestand aus:
50 mmol Tris-HCl1l (pH 7.,45) 1-1, 150 mmol KC1l 1-1!, 5 mmol
MgCliz 1-t, 8 mmol Isocitrat (IC) 1-!, 400 mU Isocitrat-
dehydrogenase, 4 mg mikrosomales Protein und 0,5 bzw. 1,0
mmol Benzphetamin 1-t (0,1 - 0,75 mmol 1l-! fir die Ku bzw.
Ki -Bestimmung). Nach 5 min Vorinkubation bei 37 °C wurde
mit 0,5 mmol NADPH l1-! gestartet und 10 min unter
intensivem Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 2 ml 1 mol Trichloressigsdure 1-!
gestoppt, zentrifugiert (5 min bei 3000 U min-!) und 1,3 ml
des Ytberstandes mit 0,7 ml 3,6 %iger NaHCO:;-L&sung und 2 ml
Nash B-Reagenz (2 mol Ammoniumacetat, 50 mmol Essigséure
und 20 mmol Acetylaceton 1-1} versetzt.
Nach 40 min Inkubation bei 37 °C und Abkilihlen auf
Raumtemperatur wurde photometrisch bei 412 nm gegen
Leerwert {(ohne NADPH) gemessen und das gebildete
Formaldehyd mittels einer Eichgerade (2,5 - 100 pmol

Formaldehyd 1-1) bestimmt.



24
3.2.5.2. Ethoxyresorufin-O-Deethylierung
Die Bestimmung der O~Deethylierung von Ethoxyresorufin
{Abb. 3) erfolgte nach der Methode von Burke und Mayer

(1974).

Abb. 3. Strukturformel von Ethoxyresorufin

Das komplette Inkubationssystem (2 ml) bestand aus: 50 mmol
Tris-HC1 (pH 7.,45) 1-1, 150 mmol RCI 1-1!, 5 mmol MgClz 1-1
und 3,1 umol Ethoxyresorufin 1-* (0,16 - 1,6 umol
Ethoxyresorufin 1-! fiir die Ku bzw. Ki-Bestimmung). Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2 mg mikrosomalem

Protein und 0,5 mmol NADPH 1-! gestartet, der Verlauf der

Reaktion sofort fluoreszenzphotometrisch (iiber 1,5 min alle
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15 sec ablesen von AF ex. 520 nm; em. 590 nm, Spalt 5 mm)
verfolgt und das gebildete Resorufin mittels einer

Eichgerade (100 - 1000 nmol Resorufin 1-1!) bestimmt.

Die Inhibitorkonstanten (Ki)} wurden nach der Formel

Ry o I]

Ki = g — Rn

berechnet {(Kxw = scheinkare Michaelis-Menten—Kconstante,
[I] = Inhibitorkonzentration und K'ist der reziproke Wert
des Schnittpunktes der gehemmten Reaktion mit der Abszisse

bei der Auftragung nach Lineweaver-Burk).
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3.2.5.3. Benzo(a)pyren-Oxidation
Die Messung der Benzo(a)pyren-Oxidation (Abb. 4) erfolgte

nach der Methode von Dehnen et a&l. (1973).

"bay-region”) 12

-1 2
10

8 4
7 6 5 k-region

Abb. 4. Strukturfomel von Benzo(a)pyren

Der komplette Inkubationsansatz (2 ml) bestand aus: 50 mmol
Tris—-HC1l (pH 7,45) 1-!, 150 mmol KCl 1-%, 5 mmol MgCl: 1-1!,
8 mmol IC 1-t, 400 mU ICDH, 0,5 mg mikrosomales Protein und
20 bzw. 40 pmol Benzo{alpyren (in 20 pl Aceton) 1l-!. Nach

2 min Vorinkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch
Zugabe von 0,5 mmol NADPH 1-! gestartet und 5 min unter
intensivem Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von 150 pl 10 %iger Triton X-100-L&sung
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in Triethanolamin gestoppt und die Fluoreszenz (ex. 460 nm;
em. 522 nm, Spalt 0,5 mm) der gebildeten Benzo{a)pyren
Oxidationsprodukte (hauptséchlich 3-OH-Benzo{a}pyren) gegen

Leerwert {(ohne IC, ICDH und NADPH) gemessen.

3.2.5.4. Wasserstoffperoxidbildung in Lebermikrosomen

Um die Effektivitidt der Antioxidantien Glutathion (GSH} und
EDTA (jeweils in einer Konzentration von 1 mmol 1-!) zu
prifen, wurde die HzOz~Bildung in Rattenlebermikrosomen
gemessen, indem die enzymatische Enstehung von Formaldehyd
aus Methanol iiber Catalase bestimmt wurde (Hildebrandt et
al. 1978). Zum kompletten Inkubationssystem (s.
Sulfoxidation) wurden 2000 U Catalase ml-! und 50 mmol
Methanol 1-! gegeben und die Inkubation wie beschrieben (s.
3.2.5.6.) durchgefithrt. 1 ml Inkubationssuspension wurde
mit 1 ml eiskalter 10 %iger (w/v) waBriger Trichlor-
essigsiureldsung versetzt und 15 min bei 3000 x ¢
zentrifugiert. 1,5 ml Uberstand wurden mit 1,5 ml Nash
B-Reagenz (vgl. 3.2.5.1.) versetzt, geschiittelt und 8 min
bei 58 °C im Wasserbad erwdrmt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde photometrisch bei 412 nm gegen den
entsprechenden Leerwert (ohne NADPH und ohne NADPH-
regenerierendes System) gemessen und das entstandene

Formaldehyd (vgl. 3.2.5.1.) bestimmt.
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3.2.5.5. Benz(a)anthracen—Oxidation
Inkubationen von Benz(a)anthracen mit Rattenlebermikrosomen
5,6-Benzoflavon-vorbehandelter Tiere wurden nach der
Methode von Jacob et al. (198la) durchgefihrt. Das
komplette Inkubationssystem (2 ml} bestand aus: 50 nmmol
Tris-HC1 (pH 7.,45) 1-t, 150 mmol KCl 1-1!, 5 mmol MgCl: 1-1%;
8 mmol IC 1-!, 400 mU ICDH und 45 umol Benz{a)anthracen (in
20 pl Aceton) 1-!., Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,5
mmol NADPH 1-1 gestartet und {tber 20 min bei 37 °C unter
intensivem Schiitteln durchgefiihrt. Nach Stoppen der
Reaktion durch Zugabe von 10 ml Aceton wurden die Proben
‘bis zur Aufarbeitung (Jacob et al. 1981b) bei -20 °C

eingefroren.

3.2.5.6. Sulfoxidation

Der komplette Inkubationsansatz (2 ml) fiir Cimetidin,
Etintidin sowie fiir die entsprechenden Sulfoxide enthielt:
50 mmol Tris-HCl {(pH 7.,45) 1-!, 150 mmol KC1l 1-!, 5 mmol
MgClz 1-1, 8 mmol IC 1-!, 400 mU ICDH, 2 mg mikrosomales
Protein und verschiedene Konzentrationen der Substrate.

Um eine Inaktivierung der FMO zu minimieren {(Cashman und
Ziegler 1980) wurden alle Schritte so schnell wie méglich
bei 4 °C ausgefiihrt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von
0,5 mmol NADPH 1-! gestartet und die Inkubationen iiber 10

min bei 37 °C unter intensivem Schiitteln durchgefiihrt.
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Gestoppt wurde durch Zusatz von 100 pl kaltem Eisessig,
anschliefend wurden die Proben sofort bei -20 °C bis zur
Aufarbeitung (s. 3.2.6.) eingefroren.
Inhibitionen des Cytochrom P-450-Systenms:
Um die Beteiligung Cytochrom P-450-abhidngiger
Monooxygenasen bei dieser Sulfoxidation zu testen, wurde
einerseits 3 mmol n-Octylamin 1-t {(0ldham und Chenery 1985,
Tynes und Hodgson 1983, Ziegler 1980) und andererseits
Kohlenmonoxid (C0O/0z; 3+2; v/v), als Inhibitor aller
Cytochrome (Hartmann et al. 1983, Kreft und Breyer-Pfaff
1979, Vignier et al. 1985) zugegeben.
Inhibitionen Flavin-abhangiger Monocoxygenasen (FMO):
Eine Vorinkubation (45 min bei 37 °C) der Mikrosomen ohne
NADPH (Dyroff und Neal 1983, Rouer et al. 1987), Zusetzen
von 0,4 mmol N,N-Dimethylanilin (Ziegler 1980} bzw. von
1 mmol Methimazol (Thiamazol) 1-! {(Cashman und Ziegler
1986, Young und Mehendale 1987) gelten als suffiziente
Methoden zur Inhibierung der FMO-Aktivitdt und wurden
dementsprechend fir die Inhibition der FMO eingesetzt

(. Tabellen zur Sulfoxidation).
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3.2.5.7. Diclofenac-Hydroxylierung
Das komplette Inkubationssystem fiir die Bestimmung der
Hydroxylierung von Diclofenac durch Ratten- und
Menschenlebermikrosomen (2 ml) bestand aus: 50 mmol Tris-
HC1 1-%, 150 mmol RC1 1-%, 5 mmol MgClz 1-t, 8 mmol IC 1-1!,
400 mU ICDH, 100 umol Diclofenac 1-!, 2 mg mikrosomales
Protein einer Kontroll-Rattenleber (0,43 nmol Cytochrom
P-450 mg mikr. Prot.-!} bzw. einer Menschenleber (0,22 nmol
Cytochrom P-450 mg mikr. Prot.-!) und 0,5 mﬁol NADPH 1-1.
Inkubationszeit: 10 min;: Stop durch 100 pl Eisessig und
Einfrieren der Proben bei -20 °C bis zur Aufarbeitung

(s. 3.2.6.3.).
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3.2.6. Analytik

3.2.6.1. Diinnschie¢htchromatographische Bestimmung von
Cimetidin, EBtintidin und der Sulfoxide in Mikrosomen-
suspension.

100 pl der bei 4 °C aufgetauten Mikfosomensuspension wurden
zweimal mit je 100 pl Aceton extrahiert (5 min schiitteln),
anschliefend zentrifugiert (1 min bei 8.800 x g) und 100 pl
der vereinigten Uberstédnde auf Kieselgel 60 Fzss4 DC-Platten
mit Konzentrierungszone (20 x 20 cm) strichfdrmig zusammen
mit den Vergleichssubstanzen (Cimetidin, Cimetidinsulfoxid,
Etintidin und Etintidinsulfoxid) aufgetragen. Das
Laufmittel bestand aus Essigs&ufethylester:Methanol:
Ammoniak (25 %) im Verhéltnis 75:20:5 (v/v), Laufstrecke:
12-14 cm, Trocknung: 5 min bei 70 °C, Detektion durch
Flucreszenzldschung des Indikators Fluofeszein bei 254 nm
und Anfirbung durch Bespriihen mit Dragendorffs Reagenz nach
Munier und Macheboeuf (Ldésung a: 3,4 g basisches

Wismut (IIT-)nitrat wurden in einer Mischung aus 40 ml
Eisessig und 160 ml Wasser geldst; Lésung b: 32 g
Kaliumiodid wuxrden in 80 ml Wasser geldst. Gleiche Volumina
an Losung a und b wurden gemischt und als Vorratslésung in
einer dunklen Flasche aufbewahrt. Die Sprithldsung wurde
durch Mischen von 2 ml Vorratslésung mit 4 ml Eisessig und

20 ml Wasser jeweils frisch hergestellt), alle 4 Substanzen
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farbten sich rosa, Zwischentrocknung (5 min 70 °C) und
anschliefender Detektion mit frisch hergestellter
Raliumiodid-platinatldésung (6 ml Hexachloro{IV)-
siureldsung (10 %) wurden mit 12 g Kaliumiodid in 200 ml
Wasser vermischt): Cimetidin (Re¢-Wert 0,44) farbte sich
braun, Cimetidinsulfoxid (0,21) gelb~braun, Etintidin

{0,50) gelb und Etintidinsulfoxid (0,30) dunkelgelb.

3.2.6.2. Hochdruckfliissigkeitschromatographische (HPLC)
Bestimmung von Cimetidin, Etintidin und der Sulfoxide in
Mikrosomensuspension.

Nach dem Auftauen und Schiitteln wurden je 700 pl der
Inkubationsansitze 1 min bei 8.800 x g zentrifugiert.

500 pl der Ubersténde wurden mit 10 pg internem Standard
(Etintidin fiir die Bestimmung von Cimetidinsulfoxid und
Cimetidin fiir die Bestimmung von Etintidinsulfoxid)

10 pl wWasser-! und 500 pl 1 mol Phosphat-Puffer 1-!

{(pH 10,0} versetzt und nach 2 min Schiitteln 1 min bei
8.800 x g zentrifugiert. Die erhaltene Mischung wurde
quantitativ mittels Festphasenextraktion (1 ml Cis Bond
Elut®R -Sdulen, Vorkonditionierung mit 2 x 1 ml Methanol und
2 x 1 ml Wasser, Aufgabe des Probengemisches, Reinigung mit
2 x 1 ml Wasser, 2 min trocken saugen und Elution mit 4 x
200 pl Methanol) gereinigt und konzentriert.

Die vereinigten Methanoleluate wurden bei 50 °C unter
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leichtem Stickstoffstrom eingedampft, die Riickstinde in
1,0 - 1,5 ml HPLC~Laufmittel aufgenommen und 100 ul mittels

auntomatischem Probengeber injiziert.

HPLC-Bedingungen:
SAule: a) Nucleosil® 120-5 Cs (250 x 4 mm I.D.)
b} Bischoff HPLC-S&ule (250 x 4,6 mm I.D.) gefiillt

mit LiChrosorb® RP-8, 5 um

Vorsiaule: a) + b) Bischoff 2 com gefiillt mit LiChrosorbr
RP-8, 7 um

Laufmittel: ortho-Phosphorsdure (0,085%) : Acetonitril
{(80:20, v/v, pH 2,3)

Flup: 1,3 (a) bzw. 1,5 ml min-?! (b)

Detektion: 220 am

Empfindlichkeit: 0,02 - 0,05 AUFS

Druck: a) 2000 PSI (13,8 MPa)

b) 2800 - 3000 PSI (19,3 - 20,7 MPa)

Die Methode wurde nach Zusatz von Cimetidin, Etintidin und
den Sulfoxiden zu Ratten- und Menschenlebermikrosomen

geprift (Wiederfindung 85-92 %).
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Bei allen HPLC-Bestimmungen wurde bei Raumtemperatur
{(24-28 °C) gearbeitet, der Papiervorschub betrug
10 mm min-! und die Berechnungen erfolgten jeweils Uber die
Flachenprozente. Alle Laufmittel fiir die HPLC wurden vor

dem Gebrauch mit Helium entgast.

3.2.6.3. HPLC—-Bestimmung von Diclofenac und seiner
Hydroxy-Derivate in Mikrosomensuspension.

Die Analyse von Diclofenac und seiner Metaboliten erfolgte
in Anlehnung an die Bestimmungsmethode von Diclofenac im
Plasma (s. 3.2.6.5. a)) mit den Ausnahmen, daP als interner
Standard 10 ug Flufenaminsfure 10 pl Methanol-! verwendet
wurde, keine Zugabe von 500 pl 1 mol KHzPO4 1-! (pH 6,8)
erfolgte und sowohl bei 220 als auch bei 276 nm detektiert
wurde.

Die Etablierung der Metheode erfolgte durch Zusatz von
Diclofenac und seiner Metaboliten zu Ratten- und

Menschenlebermikrosomen (Wiederfindung 84-95 %).



35
3.2.6.4. HPLC-Bestimmungen der Hz -Rezeptorantagonisten
Cimetidin (Cimetidinsulfoxid), Etintidin
(Etintidinsulfoxid) und Ranitidin im menschlichen Plasma.
In Anlehnung an publizierte Methoden zur hochdruck-
fliissigkeitschromatographischen Bestimmung von Cimetidin
(Bartle et al. 1983, Larsen 1979, Lorenzo und Drayer 1981,
Pancorbe et al. 1982, Randolph et al. 1977),
Cimetidinsulfoxid (Larsson et al. 1982, Lin et al. 1985,
Lee und Osborne 1978, Ziemniak et al. 1981) und Ranitidin
(Carey und Martin 1979, 1984, Mihaly et al. 1980,
Mullersman und berendorf 1986, Vandenberghe et al. 1980)
ﬁurden Bestimmungsmethoden fiir die Analyse wvon Cimetidin,

Cimetidinsulfoxid, Etintidin, Etintidinsulfoxid sowie von

Ranitidin entwickelt:

a} Cimetidin, Etintidin und deren Sulfoxide.

Die Analyse von Cimetidin, Etintidin und den entsprechenden
Sulfoxiden im menschlichen Plasma erfolgte in Anlehnung an
die oben beschriebene (3.2.6.2.}) Methode mit den
Anderungen, dap 5 pyg interner Standard 5 pul Wasser-! 2zu

500 pl Plasma gegeben wurde, dap jeweils 20 pl injiziert

wurden und die Detektorempfindlichkeit bei 0,01 - 0,05

AUFS lag.
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b) Ranitidin
Nach dem Auftauen (-20 °C) der Plasmaproben {(Leerplasma
bzw. 10, 20, 50, 100, 200i.500, 1000 ng Ranitidin ml-t)
unter fliePendem Wasser und Riitteln fiir 10 sec wurden
1 ml Plasma zu 1 pg AH 20480-HC1 (Abb. 5) 10 pl Wasser-!
pipettiert und 2 min intensivst geschiittelt. Anschliefend
wurden 50 pl 0,1 mol NaOH 1-1 und 500 ul 1 mol Phosphat-
puffer 1-! (pH 10,0) zugegeben und nach 5 min Schiitteln
1 min bei 8.800 x g zentrifugiert. Die erhaltene Mischung
wurde quantitativ mittels Festphasenextraktion (s.
3.2.6.2.) gereinigt und konzentriert. Die vereinigten
Methanoleluate wurden bei 70 °C unter leichtem
Stickstoffstrom in silanisierten Glasrdéhrchen (s. unten)
zur Trockne eingedampft. Nach Zugabe wvon 60 ui Laufmittel
(s. unten) wurde die Probe 3 min mit Ultraschall behandelt
und je 20 ul injiziert.
Silanisierung der Glasrdhrchen:
Nach dem Ausspiilen der Réhrchen mit Methanol wurden je 2 ml
5 %ige Dimethyldichlorsilan in Toluecl-Ldsung zugegeben.
Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Lésungen
ausgegossen und die Réhrchen 30 min bei 80 °C im Heizblock
arwirmt. Anschliefend wurde 5 x mit ca. 3 mi Methanol
nachgespilt und fiir 2 h bei 180 °C im Trockenschrank

erhitzt.
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(CH3)2N_CH2 0 CH2-8~CH2-CH2-NH—E—NH-CH3

CH-NO,
Ranitidin
(CHa) N-CH, 0-CH~CHy-CHyMH-C-AH-CH
CH-
AH 20480 N0,

Abb. 5. Strukturformeln des Histamin H: -Rezeptor-

antagonisten Ranitidin und des internen Standards AH 20480

HPLC-Bedingungen:

Sdule: Nucleosil® 120-5 Ce (250 % 4 mm I.D.)

Vorsdule: Bischoff 2 om gefdllt mit LiChrosorb® RP-8, 7 um

Laufmittel: Kaliumdihydrogenphosphat (50 mmol 1-1) :
Acetonitril (75 : 25, v/v, pH 4,8)

Flup: 1,3 ml min-!

Detektion: 318 nm

Empfindlichkeit: 0,005 - 0,05 AUFS

Druck: 2200 PSI (15,2 MPa)
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3.2.6.5. HPLC-Bestimmungen der nichtsteroidalen
Antirheumatika (NSAR) Diclofenac, Indometacin, Naproxen,
Piroxicam und Salicylsdure im menschlichen Plasma.
In Kenntnis und in Anlehnung an publizierte Methoden zur
hochdruckfliissigkeitschromatographischen Bestimmung von
mehreren NSAR (Moore und Tebbett 1987, Nielsen-Kudsk 1980)
bzw. der einzelnen Substanzen Diclofenac (Chan et al.
1982, Derendorf et al. 1986), Indometacin (Bechgaard et al.
1982, Cooper et al. 1982, Schdllnhammer et al. 1986),
Naproxen (Goto et al. 1982, Shimek et al. 1982, McVerry et
al. 1986), Piroxicam (Edwards et al. 1985, Richardson et
al. 1985, Tsai et al. 1985) und Salicylsdure (Bakar und
Niazi 1983, Cham et al. 1979, Chubb et al. 1986) wurde eine
Methode entwickelt, um mehrerg NSAR mit einer Séuien-
Laufmittelkonfiguration {(bei verschiedenen
Detektionswellenldngen) im menschlichen Plasma bzw. Serum
zu analysieren. Gleichzeitig scllte die Probenaufbereitung

mdglichst einheitlich sein.

Methode (Einzelheiten bei den jeweiligen Substanzen):
Die Plasma- bzw. Serumproben (-20 °C) wurden unter
flieBendem Wasser aufgetaut und 10 sec geriittelt, danach
wurden 500 pl Aliguots mit interner Standardlésung 3 nmin
geschiittelt. Nach Zugabe von 500 pl 1 mol KHzPO4 1-1

(pH 6,8) wurde 3 min geschiittelt und 1 min bei 8.800 x ¢
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zentrifugiert. Die Ubersténde wurden qQuantitativ einer
Festphasenextraktion (1 ml Cie Bond-Elut®-Sdulen auf
Baker-10 Extraktionssystem) unterworfen: Die Sdule wurde
mit 2 x 1 nl Methanol, gefolgt von 1 x 1 ml Wasser und
1 x 1 ml 0,01 mol HC1 1-! konditioniert. Nach Aufgabe des
Proben-Puffer—-Gemisches wurde 2 x mit 1 ml Wasser gespiilt
und die Sdulen anschliefend trocken gesaugt. Mit 4 x 200 ul
alkalischer Acetonitrilldsung {500 uyl 25 %ige
Ammoniaklésung in 50 ml Acetonitril, pH 11) wurden die
NSAR von der S&ule eluiert und die vereinigten Eluate in
Glasrdhrchen bei 60 °C unter leichtem Stickstoffstrom zur
Trockne eingedampft. Nach Zugabe von 100 gl Laufmittel
wurden 20 yl mittels automatischem Probengeber oder

Spritzentechnik injiziert.

Allgemeine HPLC-Bedingungen:

Sdule: Nucleosil® 120~5 Ca (250 x 4 mm I.D.)

Vorsdule: Bischoff 2 om gefillt mit LiChrosorb® RP-8 7 um

Laufmittel: Kaliumdihydrogenphosphat (50 mmol 1-1) :

Acetonitril (50 : 50, v/v, pH 5,4)

Fluf: 1,3 ml min-!

Detektion: im jeweiligen UV-Maximum (bestimmt durch Messung
der UV-Absorption von je 10 pg NSAR ml Laufmittel-!

gegen Laufmittel zwischen 200 und 380 nm)
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Druck: 1200 PSI (8,3 MPa)

BEinzelne NSAR:

a) Diclofenac

1 ml Plasma {(Leerplasma bzw. Leerplasma versetzt mit 20,

50, 100, 500, 1000 und 3000 ng Diclofenac ml Plasma-1)

wurden mit 5 pg CGP 4287 (intermer Standard, Abb. 6) 10 pl

Methanol-! 2 min geschiittelt und anschliefend wie oben

beschrieben extrahiert.

HPLC-Bedingungen:

Fluf: 1,5 ml min-t

Detektion: 276 nm {(bei Konzentrationen <50 ng
Diclofenac ml-! zusadtzlich bei 220 nm)

Enpfindlichkeit: 0,01 - 0,02 AUFS

Druck: 1800 PSI (12,4 MPa)
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Cl

R N R
C! CH-COOH

Abb. 6. Strukturformeln von Diclofenac, seinen
Hauptmetaboliten und des internen Standards CGP 4287
R, R'= H: Diclofenac; R = OH: 5-Hydroxydiclofenac;

R'= OH: 4'-Hydroxydiclofenac; R'= OCHz: CGP 4287
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b) Indometacin
500 pl Plasma {(Leerplasma bzw. 20, 50, 100, 250, 500, 1000,
2000 und 5000 ng Indometacin ml PLasma-!) wurden mit
10 pug Ketoprofen 10 pl Methanol-! 2 min geschiittelt und
anschliepend wie oben beschrieben extrahiert.
HPLC-Bedingungen:
Flup: 1,5 ml min-?
Detektion: 260 nm
Enmpfindlichkeit: 0,01 - 0,05 AUFS

Druck: 1800 PSI (12,4 MPa)

c) Naproxen

200 pyl Plasma (Leerplasma bzw. 20, 40, 60 pg Naproxen und
0,5, 1,0 und 1,5 pg 6-0-Desmethylnaproxen ml Plasma-1)
wurden mit 10 upg Flufenaminsdure 500 pl kaltem
Acetonitril-t gemischt und nach 5 min Schiitteln 2 min bei
8.800 x g zentrifugiert. 250 pl klarer Uberstand wurden
abgencmmen und je 20 pl injiziert.

HPLC-Bedingungen:

Flup: 1,5 ml min-?

Detektion 230 nm

Empfindlichkeit: 0,02 - 0,05 AUFS

Druck: 1800 PSI (12,4 MPa)
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d) Piroxicam
500 pl Plasma (Leerplasma bzw. 50, 100, 500, 1000, 3000 und
5000 ng Piroxicam ml Plasma-!) wurden mit 5 pg Isoxicam
10 pl Methanol-! 2 min geschiittelt und wie oben beschrieben
extrahiert.
HPLC~-Bedingungen:
Detektion: 365 nm

Empfindlichkeit: 0,02 - 0,05 AUFS

e) Salicylsaure

100 pl Plasma (Leerplasma bzw. 10, 20, 50 und 100 ug
Salicylsdure ml Plasma -!) wurden mit

10 ug 2-Methoxybenzoesdure 10 pl Methanol-! 3 min
geschiittelt und mit 200 pl kaltem Acetonitril vérsetzt.
Nach 3 min schiitteln wurde 2 min bei 8.800 x g
zentrifugiert und 20 uyl des klaren Uberstandes direkt
injiziert.

HPLC-Bedingungen:

Detektion: 300 nm

Empfindlichkeit: 0,02 - 0,05 AUFS
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3.2.7. Einflup von Ranitidin auf die Einzeldosis-Kinetik
und minimale steady state-Plasmakonzentrationen von

Indometacin bei freiwilligen Probanden.

Im Krankenhaus Bethanien, Hamburg {(Leitung: Prof. Dr. med.
H.G. Dammann), wurde eine endoskopisch kontrollierte,
randomisierte cross over-Studie durchgefiihrt, in der die
priaventiven Eigenschaften von Ranitidin und des
Prostaglandinderivates Misoprostol auf die Schédigung der
Schleimhaut des oberen Gastrointestinaltraktes durch
Indometacin vergleichend geprift wurde.

Diese Studie bot Gelegenheit, im begrenzten Umfang
Plasmaproben fiir die Bestimmung der Indometacin-
konzentration zu erhalten. Eine weitere Ausdehnung des
Versuchsprotokolls im Hinblick auf eine detaillierte

Untersuchung der Pharmakokinetik war nicht mdglich.

9 freiwillige Probanden {Tab. 1) erhielten nach
schriftlicher Einverstindniserklarung und einer eingehenden
klinischen Untersuchung von Tag 0 (nur abends} bis Tag 6
zweimal tAglich (8.00 und 19.00 Uhr) entweder

150 mg Ranitidin (Zantick Filmtabletten), 400 ug
Misoprostol (CytoteckR Tabletten) oder Placebo (G.D. Searle
GmbH, Dreieich) p.o. (Tab. la). Am Tag 1 (9.00 Uhr)

erhielten die Probanden 100 mg Indometacin p.o. (2 Kapseln
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Indomet-ratiopharmr 50 auf niichternen Magen zusammen mit
100 ml Wasser von 20 °C). Vor umnd 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 5, 7
und 10 h nach der Einnahme wurden jeweils 10 ml peripheres
Venenblut entnommen, unmittelbar nach der Entnahme
zentrifugiert und das so gewonnene Plasma scofort bei —-20 °C
bis zur Aufarbeitung {(s. 3.2.6.5. b) eingefroren. Am Tag 1
(20.00 Uhr) erhielten die Probanden 50 mg Indometacin p.o.
und vom Tag 2 bis Tag 6 jeweils morgens (9.00 Uhr) und
abends (20.00 Uhr) je 75 mg Indometacin p.o. (i Kapsel
Indomet-ratiopharmt 25 + 1 Kapsel Indomet-ratiopharm® 50}.
Vom Tag 2 bis Tag 7 (Schema 1) wurden jeweils morgens 1 h
vor der ersteﬁ Indometacindosis Blut abgenommen und das
gewonnene Plasma, wie oben beschrieben, bis zur

Aufarbeitung eingefroren.

Iin dieser Arbeit (s. 4.3.4.) wird nur auf den Einflup von
Ranitidin auf die Pharmakokinetik von Indometacin
eingegangen und nicht auf die Effekte von Misoprostol, da
dieses im Hinblick auf metabolische Interaktionen
unverddchtig ist und als Prostaglandinderivat aufgrund
seiner Wirkung auf die Magen-Darm-Motilit&t =zu
uniiberschaubaren Verhi3ltnissen bei der Absorption fihren

kann.
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Tabelle 1. Probandendaten

Proband 1 2 3 4 5 & 7 8 9
Geschlecht m. m. W. m. m. w. m. m. W.
Alter 33 34 30 29 25 24 29 28 33
{Jahre)

Rérper- .

grdpe 1,70 1,67 1,70 1,65 1,73 1,84 1,80 1,78 1,62
(cm)

Gewicht 62 €9 53 72 63 78 78 74 61
(kg)

w. = weiblich; m. = mannlich

Die Berechnung der Flidche unter der Plasmakonzentrations-
zeit-Kurve (AUC) von 0-7 bzw. 0-10 h erfolgte nach der
Trapezregel. Maximale Plasmakonzentrationen (Cmax) wurden
aus den Individualkurvenl(log C gegen die Zeit) entnommen
und danach die Zeit bis zum Erreichen von Cmax (tmax)
bestimmt.-

Steady state-Bedingungen wurden nach 2 Tagen als erreicht
angenommen.

Fiir jeden Probanden wurden AUC, Caax, twmax und Cmia im
steady state (Css.mtn) individuell bestimmt.
Der‘statistische Vergleich der Stichproben wurde nmit dem
Vorzeichen—-Rang-Test nach Wilcoxon (Irrtums-
wahrscheinlichkeit 5%} durchgefithrt (Sachs 1978,

Wissenschaftliche Tabellen Geigy 1980}.
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Tabelle la. Randomisierungsschema fir 9 Probanden

(Pla = Placebo, Ran = Ranitidin, Miso = Misoprostol)

Proband 1. (Phase) 2. 3.
1 Pla Miso Ran
2 Miso Pla Ran
3 Ran Pla Miso
4 Pla Ran Miso
5 Ran ' Miso Pla
6 Miso Ran Pla
7 Miso Ran Pla
8 Pla Miso Ran
9 Ran Pla Miso

Zwischen den einzelnen Abschnitten der Studie (1.-3.)

wurden jeweils 2 Wochen Pause eingelegt ("Auswaschphase").
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Schema 1. Versuchsprotokoil fiir die sStudie "Einfluf von
Ranitidin auf die Pharmakokinetik und minimale steady

state-Plasmakonzentrationen von Indometacin bei Probanden."

Tag 0: zur Nacht 150 mg Ranitidin oder FPlacebo,
anschliepend niichtern.

Tag 1l: 8.00 Uhr 150 mg Ranitidin oder Placebo
8.50 Uhr Blutentnahme (Leerwert)
9.00 Uhr 100 mg Indometacin
9.30, 10.00, 10.30, 11,00, 12.00, 16.00, und
19.00 Uhr Blutentnahmen
19.05 Uhr 150 mg Ranitidin oder Placebo
20.05 Uhr 50 mg Indometacin

Tag 2 -

Tag 6: 7.55 Uhr Blutentnahmen
8.00 Uhr 150 mg Ranitidin oder Placebo
9.00 Uhr 75 mg Indometacin
19.05 Uhr 150 mg Ranitidin oder Placebo
20.05 Uhr 7% mg Indometacin

Tag 7: 8.00 Uhr Blutentnahmen
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4. Ergebnisse

4.1. Interaktionen von Cimetidin und Etintidin mit dem
Cytochrom P-450-System der Rattenleber.

Fiir die Beurteilung von méglichen Interaktionen infolge
Rompetition um arzneimittelmetabolisierende Enzyme der
Leber (vor allem Cytochrom P-450-abhidngige Monocoxygenasen)
mit konsekutiven Verénderungen der hepatischen Clearance
boten sich in vitro-Untersuchungen mit Lebermikrosomen an.
In diesen Untersuchungen wurde als Map fir die Affinitit
zum Cytochrom P-450 die Bestimmung der spektralen
Dissoziationskonstante{n) herangezogen. Auferdem wurden
Enzymkinetiken mit und ohne fragliche Inhibitoren

aufgenommen.

4.1.1. Optische Differenzspektren

Abbildung 7 zeigt beispielhaft die optischen Differenz-
spektren #on Rattenlebermikrosomen nach Zugabe steigender
konzentrationen an Etintidin. Die vorliegenden Spektren
bestitigen die Ergebnisse anderer Autoren mit Cimetidin
{Bell et al. 1981, Reilly et al. 1983, Rendié et al. 1979),
dap die Interaktion der Imidazol-haltigen Hz -Rezeptor-
antagonisten durch ein Typ II-Bindungsspektrum (Schenkman
et al. 1967) charakterisiert ist: Maximum bei 428 nm,

Minimum bei 392 nm und isosbestischer Punkt bei 416 nm.



50
Um eventuell unterschiedliche Affinitatem zu den
verschiedenen Cytochromen P-450 erkennen zu kénnen (Jonen
et al. 1974),.wurden die Tiere mit den Enzyminduktoren
Phenobarbital, 5,6-Benzoflavon (B-Naphthoflavon)} und
polychlorierte Biphenyle (Aroclor 1254) vorbehandelt.
Wahrend Phenobarbital und 5,6-Benzoflavon unterschiedliche
Isocenzyme iﬁduzieren (Phenobarbital-Typ induzierbares
Cytochrom P-450 (P-450») bzw. 3-Methylcholanthren-Typ
induzierbares Cytochrom P-450 (P-450., P-448, P1-450)),
gilt Aroclor 1254 als Induktor mehrerer Cytochrome P-450

(Conney 1986).

COLORA MESSTECHNIK GMEN, Loren/Wint, Kul-Hv, 1620628

Abb. 7. Lebermikrosomen-~Differenzspektren von Aroclor
1254-vorbehandelten Ratten nach Zugabe steigender
Konzentrationen von Etintidin (0,032 - 2,4 mmol 1-1).
Proteinkonzentration: 0,55 mg ml-t, 1,4 nmel Cytochrom

P-450 mg mikrosomales Protein-t.
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Bei der doppelt-reziproken Auftragung (A A-* vs. Substrat-
konzentration-!) wurden keine Geraden sondern zum Ursprung
abwirts gebogene ("curvilineare") Rurven erhalten.
Deméufolge geniigten die spektralen Verdnderungen, in
Abhangigkeit der Substratkonzentration, keiner einfachen
Hyperbel sondern einer aus mindestens 2 Hyperbeln
zusammengesetzten Funktion. Dies lief darauf schliefen, dap
Cimetidin und Etintidin an mindestens 2 verschiedene
Cytochrome P-450 gebunden werden, fir die stark
unterschiedliche spektrale Dissoziationskonstanten
bestehen. |
Tabelle 2 zeigt die fiir Etintidin und Cimetidin berechneten
spektralen Dissoziationskonstanten Ks: und Ksz. Diese
reprasentieren je einé hohe und eine niedrig affine
Bindungsstelle, d.h. verschiedene Formen von Cytochromen

P-450 (Abb. 8).
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Abb. 8. Computergestiitzte Berechnung der spektralen
Dissoziationskonstanten (Ks) flir Etintidin in

Rattenlebermikrosomen von Kontrolltieren
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Eine Ausnahme dabei wiesen die Etintidinbindungsspektren
mit Lebermikrosomen Phenobarbital-vorbehandelter Ratten
auf. Es wurde nur ein Ks-Wert von 0,122 * 0,063 mmol 1-!
erhalten.
Die berechneten Ks -Werte von Etintidin fir die Ks: wvon im
Mittel 0,014 - 0,037 bzw. Ksz2 von im Mittel 0,275 - 0,340
mmol 1-! lagen fiir Kontrolltiere und flir Tiere nach Aroclor
1254- oder 5,6-Benzoflavon-Vorbehandlung im gleichen
Bereich. Auch fiir die erhaltenen Werte fiir Cimetidin
ergaben sich keine Unterschiede durch Vorbehandlung der
Tiere mit diesen verschiedenen Enzyminduktoren. Die Ks -~
Werte des Cimetidins lagen aber, im Vergleich zum

Etintidin, sehr viel hdher.
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Tabelle 2. Spektrale Dissoziationskonstanten (Ks) fir
Etintidin und Cimetidin in Lebermikrosomen unterschiedlich

vorbehandelter Ratten

a) Etintidin
Vorbehandlung Cytochrom P-450 Ks1 Ks2

{(nmol mg Prot.-1!) (mmol 1-1)

__________ 0,43 + 0,18 0,015 + 0,006 0,340 * 0,056

Phenobarbital 1,40 % ¢,45 = ===—~ 0,122 * 0,063
Aroclor 1254 1.14 £ 0,30 0,037 + 0,013 0,284 £ 0,131
BNF 1,21 + 0,438 0,014 + 0,007 0,275 * 0,085
b} Cimetidin

—————————— s. a) 0,098 * 0,032 1,199 * 0,080
Phenobarbital 0,139 £ 0,019 1,369 x 0,112
_Aroclor 1254 0,119 = 0,033 1,079 = 0,232
BNF 0,067 £+ 0,006 1,164 * 0,299

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung von
mindestens 3 Messungen mit Lebermikrosomen verschiedener
Ratten. |

Etintidinkonzentration: 0,03 - 2,4 mmol 1-%,
Cimetidinkonzentration: 0,10 - 4,0 mmol 1-%t,

BNF = 5,6 Benzoflavon.
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4.1.2. Inhibierung Cytochrom P-450-abhangiger
Oxidationsreaktionen.
Als Substrate fiir verschiedene Cytochrome P-450 wurden
Benzphetamin, BEthoxyresorufin, Benzo(a)pyren und
Benz{a)anthracen gewidhlt. Wahrend Benzphetamin als
Modellsubstrat fiir Phenobarbital-induzierbare (Werringloer
1978) und Ethoxyresorufin als Modellsubstrat fiir
3-Methylcholanthren— (5,6-Benzoflavon-) induzierbare
Cytochrome P-450 (Burke und Mayer 1974, Prough et al. 1978}
gelten, werden die polyaromatischen Kohlenwasserstoffe
{PAH, polycyclic aromatic hydrocarbons) Benzo(a)pyren und
Benz (a)anthracen von beiden Cytochromen P-450 oxidiert

(Wiebel 1980).

4.1.2.1. Benzphetamin-N-Demethylierung

Etintidin (1 mmol 1-!)} und Cimetidin (1,2 mmol 1-!) hemmten
die N-Demethylierung von Benzphetamin (1000 pmol 1-1) um
ca. 60 %. Nach Phenobarbitalvorbehandlung hemmten Etintidin
und Cimetidin diese N-Demethylierung (Substrat-
konzentration: 500Aum01 1-1) nur um ca. 25-30 % (Tab. 3).
Abbildung 9 zeigt die Lineweaver-Burk-Darstellungen fir die
N-Demethylierung von Benzphetamin mit und ohne Etintidin

{1 mmol 1-!). Der Inhibitionstyp ist kompetitiv und die

Inhibitorkonstante Ki wurde mit ca. 4,0 mmel 1-! bestimmt.
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Abb. 9. Lineweaver-Burk-Darstellungen fiir die Hemmung der
N-Demethylierung von Benzphetamin. ‘

Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3)
mit (0) und ohne (O ) 1,0 mmol Etintidin 1-!.
Lebermikrosomen von Phenobarbital vorbehandelten Ratten.

Substratkonzentration: 0,1 - 0,75 mmol 1-1
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4.1.2.2. Ethoxyresorufin-O—-Deethylierung
Die O-Deethylierung von Ethoxyresorufin gilt als
Modellreaktion fiir eine Cytochrom P-448-abhidngige
Enzymreaktion in Rattenlebermikrosomen und ist bei
unvorbehandelten Ratten praktisch nicht mepbar (<0,02 nmol
Resorufin min-* mg mikroscmales Protein-1!).
Im Gegensatz zu Cimetidin (0,4 mmol 1-!) hemmte Etintidin
(0,32 mmol 1-!) die O-Deethylierung von Ethoxyresorufin
durch Lebermikrosomen 5,6-Benzoflavon-vorbehandelter Ratten
um ca. 50 % (Tab. 3).
Abbildung 10 zeigt die Lineweaver-Burk-Darstellungen fir
die O-Deethylierung von Ethoxyresorufin mit und ochne
Etintidin (0,24 mmol 1-1!). Der Inhibitionstyp ist als
kompetitiv zu interpretieren. Die Inhibitorkonstante Ki
betrug ca. 0,2 mmol 1-1,
Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dap das sogenannte
klassische Cytochrom P-448 in Rattenlebermikrosomen eine

Affinitat fiir Btintidin aber nicht f£ir Cimetidin besitzt.
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Abb. 10. Lineweaver-Burk-Darstellungen fiir die Inhibierung
der O-Deethylierung von Ethoxyresorufin.

Angegeben sind Mittelwerte * Standardabweichung (n = 3) mit
(0) und ohne (O) 0,24 mmol Etintidin 1-!. Lebermikrosomen
von 5,6-Benzoflavon-vorbehandelter Ratten.

Substratkonzentration: 0,16 - 1,6 umol 1-1%
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Tabelle 3. Einflup von Etintidin und Cimetidin auf
Cytochrom P-450-abhingige Monooxygenasereaktionen durch

Lebermikrosomen verschieden vorbehandelter Ratten

Mikrosomen Substrat Inhibitor gebildete Inhibition
(pmol 1-!) (mmol 1-t) Metaboliten (% + s)
{nmol min-!
mg Prot.-t)

Kontrolle BP (1000) ——— 0,38

* 0,03 ——
Kontrolle BP (1000} Etin.(1,0) 0,14 = 0,01 62 £ 2
Kontrolle BP (1000) Cim. (1,2) 0,14 £ 0,01 62 £ 2
PB BP (1000} - 1,10 £ 0,08 ———
PB BP (500} - 0,73 = 0,06 ——
PB BP (500) Etin.(1,0) 0,54 * 0,02 26 + 4
PB BP (500} Cim. (1,2} 0,52 + 0,08 29 = 3
Kontrolle ETOR(3,1) -—— < 0,02 -
BNF ETOR(3,1) - 11,6 + 4,3 ’ ——
BNF ETOR(3,1) Etin.(0,32) 5,3 %= 1,4 54 £ 5
BNF ETOR(3,1} <Cim. (0,40} 11,6 * 4,4 ———

Mittelwerte = Standardabweichung von mindestens 3 Messungen
mit Mikrosomen von verschiedenen Ratten.

Die Werte f{r % Inhibition beziehen sich auf die
individuellen Kontrollen.

BNF = 5,6-Benzoflavon; BP = Benzphetamin;

Cimetidin; Etin. = Etintidin;

Cim.

ETOR

Ethoxyresorufin
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4.1.2.3. Benzo{a)pyren—-Oxidation
Nach Vorbehandlung der Tiere mit Phenobarbital hemmten
Etintidin (1,0 mmol 1-!') und Cimetidin (1,2 mmel 1-1!) die
Benzo(a)pyren-Oxidation (Substratkonzentration:
20 pmol 1-1) um ca. 70 %. Bei einer Verdopplung der
Substratkonzentration auf 40 pmel 1-! wurde diese Oxidation
durch Cimetidin (1,2 mmoel 1-%*) nur um ca. 17 % gehemmt
(Tab. 4). Dies deutete auf eine kompetitive Inhibition der.
Benzo(a)pyren-Oxidation durch Cimetidin hin.
Im Gegensatz hierzu konnte nach Vorbehandlung der Tiere
mit 5,6-Benzoflavon keine Hemmung der Benzo(a)pyren -
Oxidation durch 1 mmol Etintidin oder 1,2 mmol
Cimetidin 1-1 gemessen werden {(Tab. 4).
Erstaunlich ist, dap Cimetidin und Etintidin zwar die
Benzo(a)pyren-Oxidation nach Vorbehandlung der Tiere mit
Phenobarbital aber nicht nach Vorbehandlung mit
5,6-Benzoflavon hemmten. Hieraus 1&apt sich die Hypothese
ableiten, daB die durch Cytochrom P-450p, (Phenobarbital-
Typ) katalysierte Benzo({a)pyren-Oxidation sich von der
durch Cytochrom P-450:, {Cytochrom P-448, 3-Methyl-

cholanthren-Typ) katalysierten unterscheidet.

Da die Benzo(a)pyren-Oxidation lediglich ein numerischer
Mefparameter fiir die Oxidation von polycyclischen

aromatischen Kohlenwasserstoffen darstellt, an der mehrere
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Cytochrome P-450 beteiligt sind, sollte anhand der
dlifferenzierten Analyse der Benz{a)anthracen-
Oxidationsprodukte Hinweise auf eine Inhibition
spezifischer Cytochrome P-450 gewonnen werden.
Anhand des gut untersuchten Benz(a)anthracen-Metabolismus
(Jacob et al. 198la) sollte deshalb der Frage nachgegangen
werden, ob der hier gefundene "Cytochrom P~448-Inhibitor"
Etintidin (vgl. Ethoxyresorufin-O-Deethylierung, 4.1.2.2.)
in der Lage ist, die Benz(a)anthracen-Oxidation

regioselektiv zu hemmen (s. 4.1.2.4).
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Tabelle 4. Einfluf von Etintidin und Cimetidin auf die
Benzo (a) pyren—-Oxidation durch Lebermikrosomen verschieden

vorbehandelter Ratten

Mikrosomen Substrat- Inhibitor  gebildete Inhibition
konz. (mmol 1-*} Metabolitex* (% = s)
(umol 1-1}
Kontrolle (20) -— 5,6 £ 1,5 -—
BNF (20) | -—= 13,2 £ 4,2 ———
BNF (20) Etin. (1,0} 12,6 £ 4,0 -
BNF {20) Cim. (1,2} 13,4 = 4,1 -—
PB (20) ——= 10,0 + 0,6 -—
PB {20) Etin. (1,0} 2,7 £0,5 72 = 7
PB (20) Cim. (1,2) 3,1+0,3 69 + 3
PB {40} -— 9,0 £ 0,3 -—
PB {40) Etin. (1,0} 3,3 £0,2 65 + 1
PB (40) Cim. (1,2) 7,5 £ 0,1 17 = 3

Mittelwerte * Standardabweichung von mindestens 3 Messungen
mit Mikrosomen verschiedener Ratten.

Die Werte fir % Inhibition beziehen sich auf die
individuellen Rontrollen. |

* = AF ex. 466 nm; em. 522 nm 5 min-! mg Protein-t?

BNF = 5,6-Benzoflavon; Cim. = Cimetidin; Etin. = Etintidin;

PE = Phenobarbital
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4.1.2.4. Einflup von Etintidin auf den Benz(a)anthracen-
Metabolismus in Lebermikrosomen 5,6-Benzoflavon-—
vorbehandelter Ratten.
Zur differenzierten Untersuchung des Hemmeffektes der
Oxidation polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe
(PAH)} durch Etintidin wurde der Metabolismus von

Benz (alanthracen (Abb. 11} untersucht.

"bay-region”, 2
S -7 3

11 12
10

9 5
8 7 6 K-region

Abb. 11. Strukturformel von Benz(a)anthracen

Tabelle 5 zeigt die Metabolitenprofile von Benz(a)anthracen
nach Inkubation mit Rattenlebermikrosomen 5,6-Benzoflavon-
vorbehandelter Tiere in Ab— und Anwesenheit von 0,24 bzw.

0,48 mmol Etintidin 1-1t.
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Tabelle 5. Einflup von BEtintidin auf das Metabolitenprofil

von Benz(a}lanthracen nach Inkubation mit Lebermikrosomen

5,6-Benzoflavon-vorbehandelter Ratten

RRT Metabolit chne mit 0,24 mit 0,48 mmol
Etintidin 1-1
(nmol Metabolit 20 min-! mg Protein-1)

1,096 5,6-Diol 2,9 3,9 3,9

1,246 K-Tetrol 0,1 0,2 a)

1,291 non-K-Triel 1,4 0,3 0,9
(non-viz.)

1,312 non-K-Triel 0,5 0,3 0,3
{non-viz.)

1,320 K-Triol 0,8 1.6 2,0

1,327 10,11-Diol 0,6 0,3 0,3

1,333 2,3,4-Triecl 0,1 a) 0,4

1,367 8,9-Dicl 6,1 5,8 4,4

1,389 non-K-Triol 0,2 0,1 a)
{all-viz.)

1,477 non-K~-Triel 0,3 2,3 2,0
{all-viz.)

1,510 non-K-Trioel 1,3 0,6 0,4
{non-viz.)

Summe der

identifizierten 14.3 15,4 14,6

Metaboliten :

unbekannte

Metaboliten 0,4 0,5 0,8

Mittelwerte von 3 separaten Experimenten mit Mikrosomen
vonn 3 Ratten (0,92 nmol Cytochrom P-450 mg mikrosomales
Protein-!), Substratkonzentration: 45 umol 1-1,
Inkubationszeit: 20 min

8) = kleiner als 2 pmol (Nachweisgrenze)

RRT = relative Retentionszeit (Benz(a)anthracen = 1,0)

viz. = vizinal
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Cemessen an dem Gesamtumsatz hatte das Etintidin nur einen
minimalen Effekt. Die Hemmungen betrafen die 8,9- und
10,11-Oxidation sowie die durch sekundidre Oxidation
entstehenden non-K-Triole (Dihydrodiol-encle) mit den
relativen Retentionszeiten 1,291, 1,312 und 1,510.
Ob die durch Etintidin inhibierten Oxidationen alle durch
Hemmung eines oder mehrerer Cytochrom P—-450-Formen
verursacht wurden, mup offen bleiben.
Scheinbar paradox bewirkte Etintidin auch eine Aktivierung
des Benz{alanthracen—-Metabolismus. So stieg die primire
5,6-(K-Region) Oxidation um 50 % (von 3,8 auf 5,9 nmol
Metabolite 20 min-! mg mikrosomales Protein-! in
Anwesenheit von 0,48 mmol Etintidin 1-t). (Die primire
Oxidation berechnet sich als Summe aus 5,6-Diol und deﬁ
K-Region~-Triolen und ~Tetrolen). Weiterhin wurde eine
7-fache Zunahme eines non-K-Triols (mit 3 vizinalen

OH-Gruppen, RRT = 1,477) gefunden.
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4.2. Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin durch
Ratten—- und Menschenlebermikrosomen.
Ausgehend von der relativ hohen Affinitét der beiden
Hz -Rezeptorantagonisten Cimetidin und Etintidin zum
Cytochrom P-450-System der Rattenleber (s. 4.1.) stellte
sich die Frage, ob die Cytochrom P-450-abhangigen
Monooxygenasen der Leber diese beiden Substanzen
metabolisieren. Hier ist am ehesten an eine
Sulfoxidationsreaktion zu denken (Taylor et al. 1978).
Die Ergebnisse der in vitro-Inkubationen werden im

folgenden dargestellt.

4.2.1. Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin durch
Rattenlebermikroscmen.

Zur Detektion der mdéglicherweise oxidativ gebildeten
Sulfoxide und Sulfone wurden empfindliche analytische
Methoden bendtigt. Die Abbildung 12 zeigt die
hochdruckfilissigkeitschromatographische Auftrennung von
Cimetidinsulfoxid, Etintidinsulfoxid, Cimetidin und
Etintidin auf einer Nucleosil® 120-5 Cs-—-Saule (A;
kugelférmiges reversed phase Kieselgel, durchschnittlicher
Porendurchmesser 12 nm, Korngrdpfe 5 %z 1,5 um
(Herstellerangaben)) bzw. auf einer LiChrosorb® RP-8-Saule
{B; unregelmifige, gebrochene Teilchen, reversed phase

Kieselgel, mittlere Korngréfe 5 uym (Herstellerangaben)).
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Abb. 12. HPLC-Auftrennung von je 100 ng 20 wl-* (A) bzw.
1000 ng 100 pl Laufmittel-! (B) Cimetidinsulfoxid (1),
Etintidinsulfoxid (2), Cimetidin (3} und Etintidin (4}.

A = Nucleosil® 120-5 Cs-—Saule (0,05 AUFS)

B = Bischoff HPLC-SAule gefillt mit LiChrosorb® RP-8 5 um
(0,05 AUFS), je 1,5 ml Laufmittel HsPOs« (0,085 %):CHaCN

{80:20, v/v, pH 2,3} min-t, 220 nm
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Abbildung 13 zeigt die HPLC-Analyse nach Inkubation von

Cimetidin mit Menschenlebermikrosomen.

[
i 2,46

__—L"'—_ (1)

933 (3)

—— 12z

g2

z.88
S1lts @

3.32(3)

L]

Abb. 13. HPLC-Auftrennung von Cimetidinsulfoxid, Cimetidin
und Etintidin.

A = je 1 pg Cimetidinsulfoxid (1) und Etintidin (3)

20 pl Laufmittel-t;

B = 2,1 pg Cimetidinsulfoxid (1) ml Menschenleber-
mikrosomen-1 (0,39 nmol gebildetes Cimetidinsulfoxid min-!
mg mikrosomales Protein-! aus einer Inkubation von
Cimetidin (400 nmol 1-t, (2)), 3 = Etintidin.

Bedingungen: 1,3 ml Laufmittel HsPOa (0,085 %):CHsCN
{80:20, v/v, pH 2,3 ) min-!, 0,05 AUFS, 2000 PsSI

(13,8 MPa), Nucleosil® 120-5 Cs-Saule, 220 on
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Alle fiir die folgenden Inkubationen verwendeten
Rattenlebermikrosomen wurden hinsichtlich ihrer

Monooxygenaseaktivitédt zuvor iberprift (s. Tab. 3 + 4)-

Die Tabelle 6 belegt nun, daf Lebermikrosomen von
unvorbehandelten Tieren Cimetidin und Etintidin in einem
betrdchtlichen Umfang an der Thioetherstruktur zu den
entsprechenden Sulfoxiden (Abb. 14) oxidierten.

Die Umsatzraten der Sulfoxide waren durch eine
Vorbehandlung der Ratten mit Phenobarbital oder

5,6-Benzoflavon jedoch nicht zu steigern (Tab. 6).

0
H3C _ CHz—g—C Hy—C Hz—NH—ﬁ -NH—-CH—C=CH
HN N—C=N
Etintidine sulphoxide
3
H3C _ CHy—S—CHy—CHp~NH —ﬁ—NH—CHg
H ) N—C=N

Cimetidine sulphoxide

Abb. 14. sStrukturformeln von Etintidin- und

Cimetidinsulfoxid
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Tabelle 6. Effekte einer Phenobarbital- oder 5,6-
Benzoflavon-Vorbehandlung auf die Sulfoxidation von

Cimetidin und Etintidin durch Rattenlebermikrosomen

Mikrosomen Cimetidinsulfoxid Etintidinsulfoxid

(nmel min-! mg Protein-1!)

Kontrolle 1.06 £ 0,10 0,91 = 0,10
Phenobarbital 1,20 £ 0,08 1,09 = 0,10
5,6-Benzoflaveon 1,30 £ 0,12 = =mm—m———

Mittelwerte * Standardabweichung von Einzelversuchen mit
Mikrosomen von mindestens 3 Ratten.

Cytochrom P-450-Gehalt : Kontrolle 0,36 * 0,05,
Phenobarbital 0,86 £ 0,10 und 5,6-Benzoflavon 0,76 = 0,12
nmol Cytochrom P-450 mg mikrosomales Protein-it-
Substratkonzentration: 200 pgmol Cimetidin und 320 umol

Etintidin 1-1.
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Es stellte sich nun die Frage, ob diese Sulfoxidation
iiberhaupt eine Cytochrom P-450-abhangige Reaktion ist, wenn
die bekannten Cytochrom P-450-Induktoren keinen Einfluf auf
die Umsatzraten besafen.
Cytochrom P-450-abhéngige Reaktionen bendtigen NADPH als
Cosubstrat und in der Regel ein NADPH—regenerierendes
System, das hier aus dem Enzym Isocitratdehydrogenase und
dem Substrat Isocitrat bestand, um im Verlauf der Reaktion
verbrauchtes NADPH wieder zur Verfiigung zu stellen.
Weiterhin gilt Kohlenmonoxid, das hier zur Verhinderung
einer kompletten Hemmung der Reaktion im Verhdltnis 3+2
mit Luft gemischt wurde, als potenter Inhibkitor aller
Cytochrome P-450 (Kreft und Breyer—-Pfaff 1979).
Tabelle 7 zeigt, daB eine nichtenzymatische Oxidation der
Thicether wihrend der Inkubation nicht stattfand, daB diese
Reaktion NADPH bendtigte und daf Kohlenmeonoxid in der Lage
war, diese Reaktion zu hemmen. In Anwesenheit des
Cytochrom P-450-Hemmstoffs n-Octylamin (3 mmol 1-1)} wurde
die Sulfoxidation von Cimetidin um ca. 39 % und die
Sulfoxidation von Etintidin um etwa 51 % gehemmt.
Diese Variationen der Versuchsbedingungen belegen, daf
Cytochrom({e) P-450 an der Sulfoxidation von Cimetidin und
Btintidin beteiligt sind.
Dabei ist aber daran zu denken, dap diese Sulfoxidation

auch durch Bildung endogener Peroxide (Lipidperoxidation)
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und/oder durch Flavin-abh&ngige Monooxygenasen (FMO) der
Leber (Dixon et al. 1985, Dixon und Udeagha 1986, Oldham

und Chenery 1985) katalysiert sein kdénnen.

Nachdem die Effektivitdt der Hemmung der Lipidperoxidation
durch EDTA und Glutathion (GSH) ilber die Bestimmung der

Hz Oz -Bildung in Rattenlebermikrosomen ﬁberprﬁfﬁ wurde
(0,06 £ 0,04 nmol Formaldehyd min-! mg mikrosomales
Protein-! unter Zusatz von GSH und EDTA, Jje 1 mmol 1-%¢,
ve. 1,47 + 0,16 nmol Formaldehyd min-i mg mikroscmales
Protein~* ohne GSH und EDTA, Mittelwerte * Standard-
abweichung, n = 3), wurden Inkubationen in Anwesenheit von
GSH und EDTA {(je 1 mmol 1-!) durchgefidhrt (Tab. 7).

Eine Hemmung der Lipidperoxidation durch EDTA (1 mmol 1-1)
oder durch eine Kombination von EDTA und GSH

{je 1 mmol 1-!) beeinflufte die Bildung der Sulfoxide
nicht (Tab. 7}.

Um jegliche FMO-Aktivitédt zu zerstdren, wurden die
Mikrosomen ohne NADPH und ohne NADPH-regenerierendes System
(Isocitrat und Isocitratdehydrogenase) 45 min bei 37 °C
vorinkubiert (Dyroff und Neal 1983). Hieraus resultierte
nur ein geringer Verlust an Sulfoxidationsaktivitéat.
Zusatzlich verursachte die Zugabe der FMO-Substrate
Methimazol (Thiamazol, 1 mmol 1-!) oder N,N-Dimethylanilin

(0,4 mmol 1-1) keine Hemmung der Umsatzraten (Tab. 7).
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Die Kombination von FMO-Substrat (0,4 mmol
N,N-Dimethylanilin 1-1!) und Cytochrom P-450~Hemmstoff
{3 mmol n-Octylamin 1-1) fiihrte zu den gleichen Umsatzraten
wie unter alleiniger Zugabe von n-Octylamin. Eine
Kombination des FMO-Substrats Methimazol (1 mmol 1-!} mit
einer Hemmung der Lipidperoxidation durch EDTA und GSH (Jje
1 mmol 1-t) fiithrte zu gleichen Umsatzraten fir
Cimetidinsulfoxid wie unter kompletten Inkubations-
bedingungen (Tab. 7).
Diese Variatiocnen der Versuchsbedingungen zeigen, dap
Flavin-abhingige Monooxygenasen und/oder nicht-enzymatische
Reaktionen iiber endogene Peroxide nicht an der
Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin durch Ratten-

lebermikrosomen beteiligt sind.

Der Einflup von Methimazol auf die Sulfoxidafion von
Etintidin durch Rattenlebermikrosomen konnte nicht
untersucht werden, da die Zugabe von Methimazol mit der
hochdruckfliissigkeitschromatographischen Bestimmung von

Etintidinsulfoxid interferierte.
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Tabellie 7. Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin durch

Rattenlebermikrosomen unter verschiedenen Bedingungen

Variation des kompletten Cimetidin Etintidin
Inkubationssystems® sulfoxid sulfoxid
{nmol min-t* mg protein-1)

—————————— 0,62 = 0,07 0,82 £ 0,06
S b 0,44 = 0,09 0,51 + 0,08b
- Mikrosomen 0,03 £ 0,01 0,04 = 0,01
— NADPHe 0,03 £ 0,01 0,07 £ 0,01
+ 0.5 mmol NAD 1-!; - NADPH® 0,02 = 0,01 0,04 = 0,01
+ 0.5 mmol NADP 1-t; - NADPH® <0,01 <0,01

+ C0/0z (3+2, v/v) 0,18 + 0,03b 0,24 = 0,03®
+ 3 mmol n-Octylamin 1-! 0,38 = 0,06 0,40 = 0,08
+ 3 mmol n—-QOctylamin 1-t; - NADPH¢ 0,03 £ 0,01 0,04 = 0,01
+ 1 mmol EDTA 1-1 0,65 = 0,06 0,85 £ 0,05
+ 1 mmol EDTA 1-1!; + 1 mmol GSH 1-t* 0,59 = 0,04 0,75 = 0,07
+ 45 min Vorinkubation (37 °C; 0,47 += 0,04 0,59 = 0,05
- NADPHc; - Substrat), dann komplett

+ 1 mmol Methimazol 1-% 0,63 £ 0,03 = m=m———- d

+ 1 mmol Methimazeol 1-1%; 0,59 % 0,06 = —c——m——- d

+ 1 mmol EDT2 1-!: + 1 mmol GSH 1-!

+ 0.4 mmol N,N-DMA 1-! 0,62 = 0,06 0,77 = 0,04
+ 0.4 mmol N,N-DMA 1-!; 0,42 £ 0,04 0,39 = 0,03
+ 3 mmol n-Octylamin 1-1

Mittelwerte * Standardabweichung ven Individualexperimenten mit
Mikrosomen von mindestens 3 verschiedenen Ratten.
a: g, 3.2.5.6. Substratkonzentration 120 umol Cimetidin bzw.
100 pmol Etintidin 1-1
b: Substratkonzentration 40 umol Cimetidin bzw. 32 umol BEtintidin 1i-!
¢ : und ohne NADPH-regenerierendes System
¢ : Die Zugabe von Methimazol interferierte mit der HPLC-Bestimmung
von Etintidinsulfoxid
N,N-DMA = N,N-Dimethylanilin;:; GSH = Glutathion
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4.2.2. Cimetidin- und Etintidinsulfoxid als Substrate
mikrosomaler Enzymsysteme der Rattenleber.
Mitchell et al. (1982c) konnten nach oraler Gabe von
[2-14C] Cimetidinsulfoxid Cimetidin im menschlichen Urin
identifizieren. Ausgehend von der Fragestellung, ob
Cimetidinsulfoxid oder Etintidinsulfoxid selber als
Substrate fiir mikrosomale Enzymsysteme der Rattenleber in
Frage kommen, wurden Inkubationen dieser beiden Substrate
{je 100 umol 1-1) mit Rattenlebermikrosomen durchgefihrt.
Tabelle 8 zeigt, dap weder Cimetidinsulfoxid noch
Etintidinsulfoxid von Rattenlebermikrosomen zu den
Thiocethern reduziert oder zu den Sulfonen oxidiert wurden.
Solch eine Reduktions—- oder Oxidationsreaktion konnte weder
unter aercben oder anaercben Bedingungen (100 % CO}, noch
durch Zugabe von NAD, NADH oder NADPH (je 0,5 mmol 1-1)} als
Cosubstrate nachgewiesen werden. Die letztere Variation des
kompletten Ansatzes besagt ferner, daf auch in Anwesenheit
von NADH als Cosubstrat fiir eine eventuelle Reduktions-
reaktion keine Reduktion zum Thiocether gefunden wurde.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Befunden von
Rendié et al. (1983) und Speeg et al. (1982), die fiir das
Cimetidinsulfoxid im Vergleich zum Cimetidin eine 10- bis
30-fach héhere spektrale Dissoziationskonstante als
Ausdruck fir eine sehr viel niedere Affinit&t dieses
Sulfoxids zum Cytochrom P-450-System der Rattenleber

fanden.
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Tabelle 8. Inkubationen von Cimetidinsulfoxid und
Etintidinsulfoxid mit Rattenlebermikrosomen unter

verschiedenen Bedingungen

Variation des kompletten Cimetidin- bzw. Etintidinsulfoxid
Inkubationssystems? Oxidations— oder Reduktionsprodukte
—————————— nicht nachweisbar

- NADPHD - _

+ 100 % CO - " -

+ 0.5 mmol NAD 1-!:; — NADPHP - " -

+ 0.5 mmol NADH 1-t; - NADPHP & - " -

+ 0.5 mmol NADHE 1-!; + 100 % CO; -~ NADPHP "=

+ 100 % CO; - NADPHP -"

Doppelbestimmungen von Versuchen mit Mikrosomen wvon Kontroll-
tieren (0,45 nmol Cytochrom P—450 mg mikrosomales Protein-i}.
a: g, 3,2.5.6,, Substratkonzentrationen je 100 umel 1-1

b : und ohne NADPH-regenerierendes System
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4.2.3. Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin durch
menschliche Lebermikrosomen.
Beide vorhandenen Proben menschlichen Lebergewebes wurden
hinsichtlich ihrer mikrosomalen Enzymaktivitat ﬁberprﬁft
(Tab. 9).-Sie wiesen beide erhebliche Aktivitdt bezliglich
der Benzphetamin-N-Demethylierung und Benzo(a)pyren-
Oxidation, hingegen, wie zu erwarten, keine Aktivitat

beziiglich der Ethoxyresorufin-O-Deethylierung auf.

Auch humanhe Lebermikrosomen waren in der Lage, Cimetidin
und Etintidin an der Thioetherstruktur zu den
entsprechenden Sulfoxiden zu metabolisieren. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Versuchen mit
Rattenlebermikrosomen konnten diese Reaktionen durch
Kohlenmonoxid gehemmt werden. Es resultierte daraus aber
nur eine Hemmung um 21 bis 33 % (Tab. 10).

Im Gegensatz zu Rattenlebermikrosomen wurde bei alleiniger
Zugabe der Cosubstrate NAD oder NADP und Weglassen von
NADPH und NADPH~regenerierendem System eine Restaktivitat
zwischen 25 und 50 % gemessen.

Bei Zugébe von 3 mmol n-Octylamin 1-1! wurde die Reaktion um
nicht mehr als 17 % gehemmt, wadhrend eine 45 minitige
Vorinkubation bei 37 °C chne NADPH und die Zugabe von

0,4 mmol N,N-Dimethylanilin 1-! keinen Effekt auf die

Umsatzraten ausibten (Tab. 10).
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Da nicht geniigend menschliches Lebergewebe zur Verfigung
stand, konnten nicht alle Variationen des konmpletten

Inkubationssystems durchgefiihrt werden.



79
Tabelle 9. Cytochrom P-450-abhingige Moncoxygenasereaktionen in

menschlichen Lebermikrosomen

Substrat Inhibitor gebildete % Inhibition
(pmol 1-1) {mmol 1-1) Metabolitex*

BP (1000}  —-———— —— 0,56 0,48 —_—— -
BP (1000) Cimetidin (1,2) 0,57 0,47 —-— ——
BP (1000} Etintidin (1,0) 0,48 0,40 14 17
BaP (20}  —====- - 0,83** 0,71*% === -
BaP (20)  Cimetidin (1,2) 0,29%*  0,21** 65 70
BaP {(20) Btintidin (1,0} 0,24%x 0,18** 71 75
ETOR (3,1}  =-===- —— <0,02 <0,02 -— -

Mittelwerte aus je 2 Doppelbestimmungen mit zwei verschiedenen
menschlichen Leberproben {0,26 und 0,31 nmol Cytochrom P-450 mg
mikrosomales Protein-1!).

*: nmol gebildetes Produkt min-! mg mikrosomales Protein-!

*%: AF ex. 466 nm: em. 522 nm 5 min-! mg mikrosomales Preotein-t!

BaP = Benzo(a)pyren; BP = Benzphetamin; ETOR = Ethoxyresorufin
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Tabelle 10. Sulfoxidation wveon Cimetidin und Etintidin durch

humane Lebermikrosomen unter verschiedenen Bedingungen

Variation des kompletten Cimetidin Etintidin
Inkubationssystems? sulfoxid sulfoxid

{(nmol min-! mg Protein-1)

——————————— : 0,47 0,61 0,30 0,37
- Mikrosomen 0,03 0.02 0,01 0,02
-~ NADPH? ¢,11 0,31 0,07 0,16
+ CO/0z2 (342, v/v) 0,35 0,48 0,20 0,25
+ 0.5 mmol NAD 1-t; - NADPH? 0,30 0,39 0,22 0,30
+ 0.5 mmol NADP 1-!; - NADPHP 0,33 0,46 0,19 0,21
+ 3 mmol n~OA 1-1 0,41 0,53 0,25 0,32
+ 45 min Vorinkubation (37 °C; 0,43 0,56 0,28 0,34
—-Substrate; - NADPH! ), dann komplett

+ 0.4 mmol N,N-DMA 1-! 0,46 0,60 0,29 0,38
+ 0.4 mmol N,N-DMA 1-1; 0,40 0,53 0,25 0,33

+ 3 mmeol n-0A 1-1

Mittelwerte aus je 2 Doppelbestimmungen mit zwel verschiedenen

menschlichen Leberproben (0,26 und 0,31 nmol Cytochrom P-450 mg

mikrosomales Protein-1}.

a8 g, 3.2.5.6. Substratkonzentration 400 pmol Cimetidin bzw.
320 pmeol Etintidin 1-t

b: und ohne NADPH-regenerierendes System

N,N-DMA = N,N-Dimethylanilin; n—-OA = n-Octylamin,; GSH = Glutathion
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4.3. Interaktionen von nichtsteroidalen Antirheumatika mit

Histamin H: ~Rezeptorantagonisten.

In vitro-Inkubationen mit Lebermikrosomen kénnen zwar in
der Regel keine klinischen Interaktionsstudien ersetzen,
sind aber hdufig ein geeignetes Werkzeug, um mit geringerem
Aufwand mégliche Interaktionen abschétzen zu kdnnen.
Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden Inkubationen von
Diclofenac in An- und Abwesenheit a&quimolarer Konzentration
an Ranitidin mit Ratten- und Menschenlebermikrosomen

durchgefiihrt.

4.3.1. Einflup von Ranitidin auf die Hydroxylierung von

Diclofenac durch Ratten4 und Menschenlebermikrosomen.

Abbildung 15 zeigt die HPLC—-Auftrennung von Diclofenac,
einiger Phase I-Metaboliten von Diclofenac sowie des
internen $tandards filir die Analytik in Lebermikrosomen

Flufenaminsaure.
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RUTE

2.79 (5)

Abb. 15. HPLC-Auftrennung von Diclofenac, einiger Phase I-
Metaboliten von Diclofenac und Flufenaminsiure.

1

4',5-Dihydroxydiclofenac, 2 = 5-Hydroxydiclofenac,
3

4'-Hydroxydiclofenac, 4 = Diclofenac, 5 = Flufen-
aminsdure (je 0,5 pg 20 pl Laufmittel-t}.

Bedingungen: 1,3 ml Laufmittel KHzPO4 (50 mmol 1-1):CHaCN
(50:50, v/v, pH 5,4} min-!, 1200 PSI (8,3 MPa), 0,05 AUFS,

276 nm, Nucleosil 120-5 Cs -Saule



83
Ratten- und Menschenlebermikrosomen oxidierten Diclofenac
zu den entsprechenden Hydroxy-Derivaten. Eine nicht-
enzymatische Oxidation wurde nicht beobachtet (Tab. 11).
Von den mdglichen und als Vergleichssubstanzen zur
Verfiigung stehenden Hydroxymetaboliten konnten nur
4'~Hydroxydiclofenac und 5-Hydroxydiclofenac nachgewiesen
werden. Eine 3'- oder 4',5-Oxidation wurde unter den
gewdhlten Versuchsbedingungen nicht gefunden.
In den Lebermikrosomen von Kontreollratten fand sich, sowohl
pro mg mikrosomales Protein als auch pro nmel Cytochrom
P-450 ausgedriickt, eine ca. 10-fach hdhere Aktivitat
beziiglich der 4'und 5-Hydroxylierung von Diclofenac als in
der humanen Lebermikrosomenprobe {(Tab. 11).
Tabelle 11 zeigt weiterhin, daf Ranitidin in einer
dquimolaren Konzentration (100 umol 1-!) keinen Einflup auf

die 4'- und 5-Hydroxylierung von Diclofenac ausiibte.
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Tabelle 11. Einflup von Ranitidin auf die Hydroxylierung

von Diclofenac in Ratten- und Menschenlebermikrosomen

Variation des Ratte Mensch
kompletten OH-Diclofenach
Inkubationssystems?® (nmol min-! mg Protein-1t)

- Mikrosomen | <0,01 <0,01
———————————— 1,71 1,89 0,10 0,11
+ 100 pmol Ranitidin 1-* 1,78 1,72 0,12 0,11

Mittelwerte wvon Doppelbestimmungen je einer Kontrollratte
und einer humanen Leberprobe.

a: Das komplette Inkubationssystem (2,0 ml) enthielt: 0,5
mmol NADPH 1-t, NADPH-regenerierendes System {400 mU IéDH,
8 mmol IC 1-t'}), 2,0 mg mikrosomales Protein einer Rontroll-
Rattenleber (0,43 nmol Cytochrom P-450 mg mikrosomales
Protein-1) bzw. einer Menschenleber (0,26 nmol

Cytochrom P-450 mg mikrosomales Protein-1) sowie

100 umol Diclofenac 1-!. Inkubationszeit: 10 min

b+ Summe von 4'- und 5-Hydroxydiclofenac
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Voraussetzung fiir Untersuchungen von moéglichen
pharmakokinetischen Interakticnen ist immer eine
hinreichend sensitive, genaue und reproduzierbare Analytik
der zu bestimmenden Substanz(en).
Zur Beschreibung aller erarbeiteten HPLC-Methoden wird
.jeweils'die Genauigkeit (VK = Variationskoeffizient), die
Wiederfindung (in %) und die Nachweisgrenze angegeben.
Angaben zu den Retentionszeiten der jeweiligen Substanzen
finden sich auf den Chromatogrammen. Die guantitativen
Auswertungen erfolgten iiber die Berechnung der Peakfléche
der zu bestimmenden Substanz im Vergleich zur Peakfléche
des internen Standards.

Angegeben sind Mittelwerte * Standardabweichung.
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4.3.2. HPLC-Bestimmung der H:~Rezeptorantagonisten

Cimetidin, Etintidin und Ranitidin im menschlichen Plasma.

4.3.2.1. Cimetidin und Cimetidinsulfoxid
a) Cimetidin

Genauigkeit der Methode:

zZugesetzte gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
(ng mil-*) {ng ml-1)
20 19,8 + 0,6 3,0 5
50 48,5 * 1,86 3,3 5
100 102,3 = 5,6 5,5 5
200 200,8 = 4,9 2.4 5
500 487,9 = 7,8 1,6 5
1000 1018,3 = 34,6 3,4 5

Die Wiederfindung fir den untersuchten
Konzentrationsbereich betrug 84,5 * 3,8 %,
Die Nachweisgrenze lag bei 20 ng ml Plasma-1! fiir eine

500 yl Probe.
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b) Cimetidinsulfoxid

Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene VK n

Konzentration Konzentration (%)
(ng ml-1) (ng ml-1)
20 18,7 = 2,1 11,2 5
50 48,1 + 3,2 6,7 5
100 102.8 + 6,8 6,6 5

Die Wiederfindung fir den untersuchten Konzentrations-
bereich betrug 79,2 + 4,2 %,

Die Nachweisgrenze lag bei 20 ng ml Plasma-‘.
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4.3.2.2. Etintidin und Etintidinsulfoxid
a) Etintidin

Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
(ng ml-1t) {ng mi1-1!)
20 22,1 = 1,2 5,4 5
50 49,5 = 2,4 4,8 5
100 99,6 + 6,1 6,1 5
200 203,1 £ 5,9 2,9 5
500 509.,4 = 9,2 1,8 | 5
1000 1022,6 = 27,1 2,7 5

Die Wiederfindung im untersuchten Konzentrationsbereich lag
bei 86,1 = 3,4 %.

Die Nachweisgrenze betrug 20 ng ml-1.
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b) Etintidinsulfoxid

Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
(ng ml-t) (ng ml-1)
20 21,0 ¢ 1,6 7.6 5
50 49,7 + 2,8 5,6 5
100 102,6 = 5,3 5,2 5

Die Wiederfindung im untersuchten Konzentrationsbereich

betrug 76,8 * 5,1 %. Die Nachweisgrenze lag bei 20 ng ml-t.
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4.3.2.3. Ranitidin
Abbildung 16 zeigt die HPLC-Bestimmung von Ranitidin im

menschlichen Plasma.
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Abb. 16. HPLC-Bestimmung von Ranitidin im menschlichen
Plasma.

A; Leerplasma; B: 1 = 50 ng Ranitidin ml Plasma-t,

2 = AH 20480 {(interner Standard); C: Probandenplasma 13 h
nach der letzten Dosis (2 x 150 mg Ranitidin p.o. pro Tag

fiir & 'Tage), entsprechend 39 ng Ranitidin ml Plasma-1.
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Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene VK n

Konzentration Konzentration (%)
(ng ml-t) (ng ml-1)

10 9,6 £ 0,96 10,0 5

20 19,4 = 0,76 3,9 5

50 52,2 + 1,8 3,4 5

100 102,00 = 1,1 1,1 5

200 203,33 + 3,5 1,7 5

500 514,9 = 6,0 1,2 5

1000 1064,9 += 18,6 1,8 5

Die Wiederfindung betrug im untersuchten
Konzentrationsbereich 74,8 = 8,3 % und lag fir den internen
Standard AH 20480 bei 76,5 = 7,1 % (n = 35). Die
Nachweisgrenze fir eine 1 ml Plasmaprobe betrug 10 ng

Ranitidin nl-t.

Applikation: Bei 9 freiwilligen Probanden {(vgl. 4.3.4.},
die 6 Tage um 8.00 und 19.00 Uhr je 150 mg Ranitidin p.o.
erhielten, wurde am Tag 6 morgens vor der ersten Dosis die
Ranitidin~Plasmakonzentration im steady state bestimmt. Es
wurden Konzentrationen zwischen 39 und 271 ng Ranitidin ml

Plasma-! (120 % 94 ng mli-!} gemessen.
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4.3.3. HPLC-Bestimmung der nichtsteroidalen Antirheumatika
{NSAR) Diclofenac, Indometacin, Naproxen, Piroxicam und

Salicylsidure im menschlichen Plasma.

Abbildung 17 zeigt die HPLC-Auftrennung 12 verschiedener

NSAR auf einer Nucleosil® 120-5 Cg-S3ule.

Relative Retentionszeiten (Carprofen = 1,0) und
Detektionswellenlingen verschiedener NSAR, einiger

Phase I-Metaboliten und interner Standards zeigt

Tabelle 12.
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Abb. 17. HPLC-Auftrennung mehrerer NSAR.

Salieylsaure (1),

Piroxicam (4),
Indometacin (8)
aminsdure (11),

Laufmittel-t.

Bedingungen: 1,

(30:50, v/v, pH 5,4) min-1t,

(6)

2-Methoxybenzoesiure {(2), Isoxicam (3),

Ketoprofen {(5), Naproxen {6), Carprofen (7},

, Lonazolac (9), Ibuprofen (10}, Flufen-

und Mefenaminsdure (12),

je 0,5 pug 20 pl

3 ml Laufmittel KHz2POs4 (50 mmol 1-1!):CHaCN

220 nm, Nucleosil® 120-5 Cg-Saule

1800 psSI (12,

4 MPa}, 0,05 AUFS,
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Tabelle 12. Relative Retentionszeiten (RRT, Carprofen = 1,0)

und Detektionswellenlingen (nm) verschiedener NSAR

Substanz RRT nm

Salicyls&ure 0,34 300
Paracetamol 0,38 244
2-Methoxybengzoesaure 0,45 300
4',5-Dihydroxydiclofenac 0,47 220/276
Salicylamid 0,49 300
Isoxicam 0,55 365
6-0-Desmethylnaproxen 0,56 230
Piroxicam 0,63 365
5-Hydroxydiclofenac 0,63 220/276
3'-Hydroxvdiclofenac 0,64 220/276
4'~Hydroxydiclefenac 0,68 220/276
Ketoprofen 0,74 260
Naproxen 0,79 230
Carprofen 1,00 260
Diclofenac 1,04 220/276
Indometacin 1,10 | 260
CGP 4287 1,13 220/276
Lonazolac 1,16 220/276
Ibuprofen 1,22 220
Flufenamins&ure 1,43 220/289

Mefenamins&ure 1,52 220
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HPLC-Analytik der Einzelsubstanzen:
4.3.3.1. Diclofenac
Abbildung 18 zeigt die HPLC-Bestimmung von Diclofenac im

menschlichen Plasna.

—'T AUTZ
LY

=98
—.58
3.68

—Liﬁ

6.3 (2

1a 7§
2,33
[:H]
6.7 (1)

AUTZ

2y

Abb. 18. HPLC-Bestimmung von Diclofenac im menschlichen
Plasma. A: Leerplasma; B: 1 = 500 ng Diclofenac ml Plasma-1i,
2 = CGP 4287 (interner Sﬁandard): C: Patientenplasma 20 h
nach peroraler Einnahme von ca. 1 g Diclofenac, ent-

sprechend 210 ng Diclofenac ml Plasma-! (0,02 AUFS, 276 nm)
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Genauigkeit der Methode:

zugesefzte : gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
(ug ml-1) (bg ml-1)
0,1 0,103 £ 0,01 9,7 5
0,5 0,505 + 0,01 2,0 5
1,0 1,01 * 0,09 8,9 5
3,0 3,02 £+ 0,11 3,6 5

Die Wiederfindung im untersuchten Konzentrationsbereich lag
bei 75,9 = 4,7 % und beatrug fir den internen Standard

CGP 4287 86,5 = 6,4 % (n = 20). Die Nachweisgrenze fir eine
1 ml Plasmaprobe betrug ca. 50 ng Diclofenac ml-! bel einer
Detektionswellenlidnge von 276 nm und ca. 20 ng ml-! bei

220 nm.
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4.3.3.2. Indometacin
Abbildung 19 zeigt die HPLC-Bestimmung von Indometacin im

menschlichen Plasma.
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Abb. 19. HPLC-Bestimmung von Indometacin im menschlichen
Plasma.

A: Leerplasma; B: 1 = Ketoprofen (interner Standard),

2 = 250 ng Indometacin ml Plasma-!; C: Probandenplasma 1 h
nach 100 mg Indometacin p.o., entsprechend 4,22 ug

Indometacin ml Plasma-i (0,02 AUFS, 260 nm)
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Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
{ng ml‘l)l (ng ml-1)
100 | 98,0 = 8,8 8,9 5
250 247,9 £ 10,1 4,1 5
500 498,5 % 6,2 1,2 8
1000 1015,1 + 27,1 2,7 5
2000 2013,6 % 37,4 1,% 5
5000 5108,7 #* 112,0 2,2 5

Die Wiederfindung fir den untersuchten
Konzentrationsbereich betrug 73,0 + 5,7 % und lag fir den
internen Standard Ketoprofeﬁ bei 72,1 =+ 6,4 % (n = 50).
Die Nachweisgrenze fiir eine 1 ml Plasmaprobe betrug 20 ng

Indometacin ml-t. Applikation s. 4.3.4.

Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit:

zugesetzte gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
{ng ml-t) {ng ml-1)
100 102,5 = 9,6 9.4 6
500 504,8 £ 11,1 2,2 6

2000 2022,4 = 42,5 2,1 6
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4.3.3.3. Naproxen und Desmethylnaproxen
Abbildung 20 zeigt die hochdruckfliissigkeits-
chromatographische Bestimmung von Naproxen und seinem
Phase I-Metaboliten 6-0-Desmethylnaproxen im menschlichen

Plasma.
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Abb. 20. HPLC~Bestimmung von Naproxen und Desmethylnaproxen
im menschlichen Plasma.

Oben: 1 = 0,5 pg Desmethylnaproxen ml Plasma-!, 2 = 20 ug
Naproxen ml Plasma-!, 3 = Flufenaminsiure (interner

Standard); unten: Leerplasma (0,05 AUFS, 230 nm)
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a} Naproxen

Genauigkeit der Methode:

Zugesetzte gefundene VK n
Konzentration Konzentration (%)
(pg ml-1) {pg ml-1t)
20,0 20,52 % 0,58 2,8 5
40,0 40,30 = 0,94 2,3 5
60,0 58,38 * 1,21 2,1 5

Die Wiederfindung fiir diesen Konzentrationsbereich lag bei
71,6 £ 3,2 % und betrug fir den internen Standard
Flufenaminsiure 91,6 = 3,8 % (n = 15). Die Nachweisgrenze
betrug ca. 0,5 pyg Naproxen ml Plasma -! f@ir eine 200 ul

Plasmaprobe.

b) Desmethylnaproxen

Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene | VK n

Konzentration Konzentration (%)

(pg ml-1) (pg ml-t}

0,5 0,49 * 0,02 4,1 5
1,0 0,99 = 0,08 8.1 5
1,5 1,54 + 0,05 3,2 5

Die Wiederfindung betrug 91.4 + 8,4 %, die Nachweisgrenze

lag bei 0,25 pg ml Plasma-! £{ir eine 200 pl Plasmaprobe.
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4.3.3.4. Piroxicam
Abbildung 21 zeigt die HPLC-Bestimmung von Piroxicam im

menschlichen Plasna.

AUTZ
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i 2.33
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Abb. 21. HPLC-Bestimmung von Piroxicam im menschlichen
Plasma.
Oben: Leerplasma; unten: 1 = Isoxicam (interner Standard),

2 = 500 ng Piroxicam ml Plasma~! (0,05 AUFS, 365 nm)
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Genauigkeit der Methode:

zugesetzte gefundene VK n

Konzentration Konzentration (%)

(g ml-1t} {(pg ml-1)
1,0 0,99 £ 0,02 2,0 5
3,0 2,99 = 0,09 3,0 5
5,0 5,00 = 0,07 1,4 5

Die Wiederfindung betrug 93,8 = 7,0 % und fir den internen
Standard Isoxicam 96,7 * 6,9 % (n = 15). Die Nachweisgrenze
fiir eine 500 pl Plasmaprobe lag bei ca. 0,05 pug Piroxicam

m]l Plasma-!.
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4.3.3.5, Salicylsaure

Genauigkeit der Methode:

Zugesetzte gefundene VK n
Ronzentration Konzentration (%)
(ug ml-1) (pg ml-1)
20,0 19,8 = 0,3 1.5 10
50,0 50,2 = 0,4 0,8 10
100,0 99,8 + 0,4 0,4 12

Die Wiederfindung lag bei 66,1 = 4,5 % und betrug fir den
internen Standard 2-Methoxybenzoesdure 81,8 + 3,2 %

{n = 32). Eine Nachweisgrenze wurde nicht bestimmt.

Applikation: Die Methode wurde zur Bestimmung der
Salicylsdurekonzentration im menschlichen Plasma von 19
freiwilligen Probandenlz h nach peroraler Gabe {niichtern)
von 1,5 g Acetylsalicylsdure 100 ml Wasser-! angewendet.
Die Salicyls#ure-Plasmakonzentrationen lagen zwischen 65,6
und 138,5 pg ml-! (Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen,
Abweichungen vom Mittelwert <1,5 pg mi-1) und betrugen im

Mittel 102,4 + 17,7 uyg ml Plasma-!.



104

4.3.4., Einfluf von Ranitidin auf die Einzeldosis—Kiﬁetik
und minimale steady state-Plasmakonzentratiohen von
Indometacin. .

Im Rahmen einer klinisch-pharmakologischen Studie lber die
Praivention der Ulzerogenit&t von Indometacin durch
Ranitidin bot sich die Gelegenheit, Plasmakonzentrations-
Zeit-Verliufe von Indometacin unter gleichzeitiger Gabe wvon
Placebo bzw. Ranitidin zu bestimmen. Die analytischen
Ergebnisse dieser in vivo-Untersuchungen seien hier als
Anhang zu den in vitrunntersuchungen iiber die
metabolischen Interaktionen dargestellt.

Leider liep sich das Versuchsprotckoll dieser
pharmakologisch ausgerichteten Studie (s. 3.2.7. und

Abb. 22~30) in Bezug auf die Anzahl der Plasmaproben in der
Absorptions— und Eliminationsphase nicht in der
winschenswerten Weise erweitern, so dap von vornherein nur
mit einem begrenzten Informationsgewinn gerechnet werden

konnte.
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Indometacin wird nach peroraler Gabe schnell freisetzender
Arzneiformen {wie z.B. Indomet~ratiopharmt 25/50 Kapseln,
Settlage et al., 1983, Herstellerangaben) vollstédndig aus
dem Gastrointestinaltrakt absorbiert. Ein grofer Teil der
Substanz wird in inaktive Metaboliten verstoffwechselt, die
im Falle der Glucuronide nach Spaltung im Gastro-
intestinaltrakt {iber einen enterohepatischen Kreislauf
wieder in die systemische Zirkulation gelangen kénnen.
Daraus erkléaren sich die erheblichen intra- und
interindividuellen Unterschiede in der Pharmakokinetik des
Indometacins. Die Eliminationshalbwertszeit aus dem
zentralen Kompartiment betrigt 3-11 Stunden (Cooper et al.

1982, Helleberg 1981, Kwan et al. 1976).

Die folgenden Abbildungen (22-30) zeigen, in
halblogarithmischer Darstellung, die individuellen
{Proband 1-9) Plasmakonzentrations-Zeit-Verliufe des
Indometacins unter gleichzeitiger Gabe von Placebec bzw.

Ranitidin.
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Abb. 22-30. Plasmakonzentrations-Zeit-Verl&ufe nach
einmaliger peroraler Applikation von 100 mg Indometacin bei
9 freiwilligen Probanden unter gleichzeitiger Gabe von

Placebo oder Ranitidin.
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Proband 3
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Proband 5
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Proband 7
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Da nicht ausreichend lange nach der ersten Indometacin-
Dosis Plasmaproben gewonnen wurden, zum Teil (Proband 1+6)
nach 10 h kein Blut abgenommen wurde und zusdtzlich,
bedingt durch einen inter- und intraindividuell
unterschiedlich ausgeprigten enterohepatischen Kreislauf,
die Indometacin-Plasmakonzentration nach ca. 5-7 h erneut
anstieg, liePen sich sinvollerweise nur die
pharmakokinetischen Parameter Cmax {daraus ungefdhr
abgeleitet tmax} und die AUC (0-7 bzw. 0-10 h) berechnen.
Aufgrund der Plasmakonzentrations-Zeit-Verldufe ist auch
die Bestimmung der maximalen Plasmakonzentration vorsichtig
zu interpretieren {zum Beispiel Proband 3 und 9).
Tabelle 13 zeigt diese pharmakokinetischen Parameter fir

Indometacin.
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Tabelle 13. Einflup einer Placebo- bzw. Ranitidintherapie

auf pharmakokinetische Parameter nach einmaliger peroraler

Gabe von 100 mg Indometacin an 9 freiwillige Probanden

Proband Cnax tmax AUC(o0-10)
{pg ml-1) {h) {(pg h ml-t)
Pia Ran Pla Ran Pla Ran

1 5,91 19,18 1,5 1,0 9,70% 30,87%*
2 6,59 6,80 1,5 3,0 20,72 15,66
3 3,77 8,47 1,5 2,0 26,02 19,82
4 3,19 3,81 2,0 1,5 11,25 14,62
5 7,42 6,25 1,0 1,5 18,88 10,73
6 5,44 6,60 3,0 2,0 15, 34%* 16,99*
7 5,59 4,05 1,5 1,5 20,79 16,64
8 3,22 6,08 1,5 3,0 8,81 25,81
9 9,48 14,87 0.5 0,5 24,53 26,79
X 5,62 8,46 1,56 1,78 18,615 20,435
+ s 2,07 5,17 0,68 0,83 5,98 7,57
*: AUCo-7

§: n =8

Pla = Placebo; Ran = Ranitidin
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Der statistische Vergleich zeigte, dap ein signifikanter
Unterschied zwischen der Indometacinkinetik {(Cmax und AUC)
unter gleichzeitiger Gabe von Placebo oder Ranitidin nicht

festzustellen war.

Tabelle 14 zeigt fiir den einzelnen Probanden die jeweiligen

Quotienten (Ranitidin/Placebo) fiir Cmax und AUC.

Pabelle 14. Quotienten Ranitidin/Placebo fiir Camax und
AUC von Indometacin bei 9 freiwilligen Probanden nach

Einmalgabe (p.o.) von 100 mg

Proband Coax AUCo-10
1 3,25 3,18%
2 1,03 0,76
3 2,25 0,76
4 1,19 1,30
5 0,84 0,57
6 1,21 1,11%*

7 0,72 0,80
8 1,89 2,93
9 1,57 1,09

*¥: AUCo-7
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Aufgrund der sehr hohen interindividuellen Streuung
(Variationskoeffizient fiir die AUC 32 bzw. 37 %) konnten
nur Angaben iiber individuelle Unterschiede gemacht werden.
Nimmt man die aus Biocdquivalenzuntersuchungen stammenden
75/125 %-Grenzen als ein Map fiir diese Abweichungen, so
ergab sich folgendes:
Je 1 Proband wies einen Quotient <0,75 bei Crax bzw. AUC
auf. 4 (44,4 %; Cnax) bzw. 5 (55,5 %; AUC) der Quotienten
lagen zwischen 0,75 und 1,25 und bei 4 bzw. 3 Probanden
betrug der Quotient >1,25.
Bei Proband 1 und 8 war die AUC unter Ranitidin auf das

3-fache erhdht.

Einflup von Ranitidin auf minimale Plasmakonzentrationen

von Indometacin im Fliefgleichgewicht (steady state).

Tabelle 15 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung der
minimalen Plasmakonzentrationen von Indometacin im steady
state (Tag 2-6, morgens vor der ersten Dosis) bei 8 bzw. 9

Probanden unter Placebo- oder Ranitidinbegleitmedikation.
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Tabelle 15. Minimale Indometacin-Plasmakonzentrationen

(g ml-1) im steady state unter Placebo oder Ranitidin

Proband Therapie
Placebo Ranitidin
1 0,698 £ 0,250 1,025 = 0,302
2 0,626 + 0,216 0;837 + 0,484
3 1,627 £ 0,583 0,380 = 0,147
4 0,579 £ 0,227 1,410 *x 0,443
5 0,803 £ 0,512 0,394 + 0,074
6 | 0,937 £ 0,174 1,234 = 0,259
7 1,051 = 0,407 1,342 = 0,711
8 1,001 £ 0,425 = —mememmemeeee- *
9 1,106 * 0,236 0,955 + 0,493
X+t s 0,928 + 0,342 0,947 = 0,396
(n = 8)

Mittelwerte * Standardabweichung (n = 5}
*: Proband 8 hatte von Tag 3-6 unter der Ranitidin-

therapie kein Indometacin eingenommen.
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Der statistische Vergleich Zeigte, daB ein signifikanter
Unterschied zwischen der nminimalen Indometacin-
Plasmakonzentration im steady state (Css,wmin) unter
gleichzeitiger Gabe von Placebo oder Ranitidin nicht

festzustellen war.
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5. biskussion

Die nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) sind die am
haufigsten verwendeten Substanzen in der Therapie
verschiedenster Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises. Sowohl die analgetischen und
antiphlogistischen Wirkungen als auch die meisten
unerwinschten Wirkungen dieser Substanzgruppe kénnen mit
der Hemmung der Synthese von Prostaglandinen (besonders
PGE:) erklirt werden (Robinson 1988, Vane 1971). Die
hiufigsten unerwiinschten Wirkungen der NSAR betreffen den
oberen Gastrointestinaltrakt, die sich als (teilweise auch
asymptomatische) gastroduodenale Lasionen, peptische Ulcera
oder Blutungen aus dem Gastroduodenaltrakt manifestieren
kénnen (Arvidsson et al. 1975, Beard et al. 1987, Bjarnason
et al. 1987, Butt et al. 1988, Caradoc-Davies 1984, Clinch
et al. 1987, Duggan et al. 1986, Henry et al. 1987, Jick
und Porter 1978, Lanza et al. 1979, Larkai et al. 1987).
Mit den Hz -Rezeptorantagonisten ("Hz-Blocker") Cimetidin,
Etintidin, Famotidin, Nizatidin oder Ranitidin, die
kompetitiv an den Hz-Rezeptoren die Histamin-vermittelte
(basale und stimulierte) Séure* und Pepsinproduktion des
Magens hemmen, stehen Substanzen zur Verfigung, mit denen
es gelingt, die durch NSAR verursachten gastroduodenalen

Schleimhautschidigungen zu verhindern oder zu therapieren
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{(Croker et al. 1980, Kauffman und Grossman 1978, MacKercher
et al. 1977, Konturek et al. 1983b, LoTIudice et al. 1981,
Welch et al. 1978). Zusdtzlich bestehen Hinweise auf einen
"~vtoprotektiven" Effekt zum Beispiel beim Cimetidin (Guth
et al. 1979, Ivey 1988, Romano et al. 1987).
Infolgedessen werden die NSAR immer haufiger zusammen mit
Hz -Rezeptorantagonisten verordnet.
Die Hz -Rezeptorantagonisten (besonders Cimetidin)
verursachen eine Reihe von Wechselwirkungen mit anderen
Substanzen. Die Ergebnisse zahlreicher Studien zur
pharmakokinetischen Interaktion von H:z -Rezeptorantagonisten
mit anderen Arzneistoffen wurden in mehreren
Ubersichtsarbeiten zusammengefaft (u.a. Kirch et al. 1984,
Klotz und Reimann 1984, Reimann und Klotz 1986, Sedman
1984, Somogyi und Gugler 1982, Somogyi und Muirhead 1987).
Pharmakokinetische Interaktionsstudien zwischen
Hz -Rezeptorantagonisten und NSAR finden sich jedoch in der
Literatur vergleichsweise nur selten (Conrad et al. 1984,
Howes et al. 1983, Ochs et al. 1985, Sullivan et al. 1986,
Trnavskd et al. 1985).
Pharmakokinetische Interaktionen sind grundsitzlich méglich
bel der Absorption, der Verteilung, dem Metabolismus und
der Elimination. Tierexperimentelle Studien liefern in
dieser Hinsicht nur erste Hinweise, die Ergebnisse lassen

sich nur sehr begrenzt auf den Menschen iubertragen. Dies
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gilt insbesondere fiir die Elimination, die zum Beispiel bei
Ratten fiberwiegend bilidr, beim Menschen hingegen renal
erfolgt (s. fiir die NSAR und Hz-Rezeptorantagonisten u.a.
Brogden et al. 1980, 1981, 1982, Helleberg 1981, Taylor et
al. 1978, Kroemer und Klotz 1987). Am besten geeignet
erscheinen daher Studien zum Metabolismus. Hier konnte
davon ausgegangen werden, daf die Metabolisierung sich fir
Ratten und Menschen entsprechen. Auperdem stand in
begrenztem Umfang auch menschliches Lebergewebe zur
Verfiigung, so dap fir diesen Teil der Pharmakokinetik auch

direkte Vergleiche zwischen Ratte und Mensch mdglich waren.

Die metabolischen Interaktionen zwischen Hz ~Rezeptor-
antagenisten und NSAR kénﬁen sogenannte Phase I-Reaktionen
{Oxidation, Reduktion, Hydrolyse) und/oder Phase I1II-
Reaktionen {(Konjugation mit Glucuronsdure, Schwefelsdure,
Aminosduren, Glutathion) betreffen. Da mehrfach
nachgewiesen wurde, dap die Hz—Rezeptorgntagonisten
Cimetidin und Ranitidin die Bildung von in der Regel
biologisch inaktiven und wasserldslichen Phase II-
Metaboliten nicht hemmen (Breen et al. 1982, Kirch et al.
1984, Klotz und Reimann 1984, Somogyi und Muirhead 1987),
konnte sich in dieser Arbeit auf die Untersuchung der
Phase I-Reakticnen beschrénkt werden. Das Cytochrom P-450-

abhingige mischfunktionelle Oxygenasesystem der Leber hat
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dabei die grdpte Bedeutund.
In vitro-Versuche mit Lebermikrosomen von Ratte und Mensch
zeigten, daf Cimetidin und in geringerem MaBe Ranitidin an
Cytochrome P-450 gebunden werden und somit iber eine
Hemmung des fiir den oxidativen Arzneistoffmetabolismus
wichtigen mischfunktionellen MonocoXygenasesystems mit
anderen Pharmaka interférieren kénnen (Bell et al. 1981,
Reimann und Klotz 1986, Rendié et al. 1984); dies scheint

fiir Famotidin nicht zuzutreffen (Klotz et al. 1985).

5.1. Interaktionen von Cimetidin und Etintidin mit dem
Cytochrom-P-450-System der Rattenleber.

Flir die Beurteilung von mdglichen Interaktionen infolge
Konkurrenz um arznei- bzw. fremdstoffmetabolisierende
Enzyme der Leber kdnnen in vitro-Untersuchungen mit
Lebermikrosomen studiert werden. In diesen Untersuchungen
kann als Map flir die Affinit&t der H:z -Rezeptorantagonisten
zum Cytochrom P-450 die Bestimmung der spektralen
Dissoziationskonstante (n) herangezogen werden {s. 5.1.1.).
Zusitzlich bieten sich Messungen von Enzymkinetiken wvon
Cytochrom P-450-abhidngigen Modellreaktionen und
Untersuchungen zur mdglichen Hemmung diesexr Oxidationen

durch Hz: -Rezeptorantagonisten an (s. 5.1.2.).
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5.1.1. Optische Differenzspektren
Die aufgenommenen Differenzspektren weisen darauf hin, dap
Cimetidin und Etintidin mit dem Cytochrom P-450-System
der Rattenleber durch Bindung interagieren. Fifir diese
Bindung ist wahrscheinlich der substituierte Imidazolring
des Cimetidins und Etintidins verantwortlich (Klotz und
Reimann 1984, Rendic et al. 1979, 1983). Hierfiir spricht
zum Beispiel die Erkenntnis, daf viele substituierte
Imidazole {iber eine Bindung an Cytochrome P-450 als
Inhibitor mikrosomaler Oxidationsreaktionen agieren
{Wilkinson et al. 1972, 1974) und dap die Furan bzw.
Guanidinothiazol haltigen Hz -Rezeptorantagonisten Ranitidin
bzw. Famotidin kaum bzw. nicht an Cytochrome P-450 gebunden
werden (Klotz und Reimann 1984, Klotz et al. 1985) . Gegen
diese Theorie spricht, dap der Imidazol haltige
H2 -Rezeptorantagonist Oxmetidin (Klotz und Reimann 1984)
und auch das Cimetidinsulfoxid (Rendié et al. 1983, Speeg
et al. 1982) kaum an Cytochrome P-450 gebunden werden.

Im Gegensatz zum Typ I-Bindungsspektrum, das zum Beispiel
beim Hexobarbital durch ein Absorptionsmaximum bei 386 nm
und ein Absorptionsminimum bei 421 nm charakterisiert ist
(Kahl und Kahl 1981), ergeben Cimetidin und Etintidin ein
sogenanntes Typ II-Bindungsspektrum (Schenkman et al.

1967), das in der Regel durch ein Minimum bei ca. 390 und
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ein Maximum bei ca. 425 bis 430 nm charakterisiert ist.
Typ II-Substrate, wie zum Beispiel Metyrapon, sind haufig
stickstoffhaltige lipophile Basen, filir die eine Interaktion
des Stickstoffatoms ilber die 6. Bindungsstelle des Eisens
im Hamanteil (prosthetische Gruppe) des Cytochroms
angenommen wird und somit die spektralen Vera&nderungen
{infolge spin state-Anderungen des dreiwertigen Fe)
hervorrufen {Kahl und Kahl 1981).
In der doppelt-reziproken Auftragung (A A-! vs. [§]-1)
wurden keine Geraden, sondern zum Ursprung abwirts gebogene
("curvilineare") VerlAufe erhalten. Demzufolge genligten die
spektralen Verdnderungen {(in Abh&ngigkeit der Substrat-
konzentration) keiner einfachen Hyperbel nach Michaelis und
Menten sondern einer aus mindestens zweili Hyperbeln
zusammengesetzten Funktion. Dies 1l&dpt darauf schliefen, dap
Cimetidin und Etintidin an mindestens zwei verschiedene
Cytochrome P-450 gebunden werden, mit um den Faktor 5-10
unterschiedlichen (spektralen) Disscoziationskonstanten
(Ks). In Ubereinstimmung mit publizierten Daten fir
Cimetidin (Rendic et al. 1979, 1983, 1984, Speeg et al.
1982) wurden rechnerisch zwei spektrale Dissoziations-
konstanten erhalten, die mehr als eine Bindungsstelle
représentieren. Diese Bindungstellen der Cytochrome P-450
besitzen unterschiedliche Affinitaten fiir diese beiden

Verbindungen, wobei die niedrig affine (hdherer Ks-Wert)
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eine gropere A Amax aufwies und somit in hoherer
Ronzentration vorhanden war.
Obwohl die von Rendié et al. (1979, 1984) und Speeg et al.
{1982) publizierten Ks -Werte fiur Cimetidin (fi4r Sprague-
Dawley-Ratten bzw. Schweine) niedriger liegen als die hier
gemessenen (flir Wistar-Ratten), zeigt der direkte
Vergleich mit Etintidin, daf dieses eine mindestens 5-fach
héhere Affinitit zum Cytochrom P-450~-System der mannlichen
Rattenleber als Cimetidin hat. Dies kénnte durch die hdhere
Elektronendichte der Ethinylgruppe und durch die dadurch
bedingte hdhere Lipophilie des Etintidins verursacht sein.
Der Grund fiir den Verlust der hochaffinen Bindungsstelle(n)
fir Btintidin, aber nicht fir Cimetidin nach Vorbehandlung
der Ratten mit Phenobarbital ist unklar. Einerseits kénnte
die Bildung oder die Aktivitadt eines spezifischen Cytochrom
P-450 Iscenzyms fir diesen Hz -Rezeptorantagonisten
unterdriickt sein, andererseits kénnte aber auch eine
starke Induktion von Cytochromi{en) P-450 mit niedriger
Affinitdt das méglicherweise nicht induzierte hoch affine
Cytochrom P-450 maskieren.
Um eventuell unterschiedliche Affinitdten zu verschiedenen
Cytochromen P-450 erkennen zu kdnnen, wurden die Tiere mit
Induktoren Cytochrom P—-450-abhingiger Monocoxygenasen
vorbehandelt. Die nach unterschiedlichen Vorbehandlungen

mit Induktoren verschiedener Cytochrome P-450 (P-450» durch
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Phenobarbital, P-450:. (P-448) durch 5,6-Benzoflavon und
mehrerer Cytochrome durch polychlorierte Biphenyle (Conney
1986)} durchgefiihrten Bindungsexperimente mit Cimetidin und
Etintidin weisen nicht auf unterschiedliche Affinitaten zu
diesen Cytochromen P-450 hin.
Die mit menschlichen Lebermikrosomen erhaltenen Ks-Werte
fiir Cimetidin wurden von Rendié et al. (1984) und Klotz et
al. (1985) mit ca. 0,75 bzw. 0,87 mmol 1-! angegeben. Diese
wiirden im Vergleich zu den hier vorliegenden Daten mit
Rattenlebermikrosomen einer niedrigen Affinitat des humanen
Cytochrom P-450 fiir Cimetidin entsprechen. Wegen der
relativ hohen Dosierung von Cimetidin ist aber gleichwohl
mit Interaktionen zu rechnen, da entsprechend
inhibitorische Gewebekoﬁzentrationen in der Leber erreicht
werden.
Mit einer wesentlich hdheren Affinitat ium Cytochrom P-450
bei ca. 50 % niedrigerer Dosierung (Brater et al. 1982a,
Dammann et al. 1984) dirfte dies um so mehr fiir Etintidin

zutreffen.

5.1.2. Cytochrom P-450-abhangige Modellreaktionen der
Rattenleber.

Als Modellsubstrate fiir verschiedene Cytochrome P-450 der
Rattenleber dienen Benzphetamin, Ethoxyresorufin und

Benzo (a)pyren.
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Mit Benzphetamin als Substrat fir Phenobarbital-
induzierbare Cytochrome P-450 (Werringloer 1978} konnten
keine Unterschiede in der Hemmung der N-Demethylierung
durch Cimetidin und Etintidin becbachtet werden. Etintidin
ist ein kompetitiver Inhibitor dieser Enzymreaktion mit
relativ geringer Potenz (Inhibitorkonstante (Ki): ca.
4 mmol 1-1}.
Die Umsatzraten flr Benzo(a)pyren sind sowohl‘durch
Phenobarbital- als auch durch 5,6-Benzoflavon-Vorbehandlung
zu steigern. Beli einer Substratkonzentration wvon 20 umol
Benzo({a)pyren 1-! hemmen Cimetidin und Etintidin die
Benzo(a)pyren-Oxidation in Lebermikrosomen Phenobarbital-
vorbehandelter Ratten &Aquipotent. Verdoppelt man die
Substratkonzentration, so erweist sich Cimetidin im
Gegensatz zu Etintidin nur noch als schwacher Inhibitor.
Wenn bei Erhdhung der Substratkonzentration die Hemmung
geringer wird, spricht dies fir eine kompetitive Hemmung.
Hingegen berichteten Pelkonen und Puurunen (1980} bei
Kontrolltieren und Phencobarbital-vorbehandelten Ratten
(Spragﬁe~Dawley) eine nicht-kompetitive Hemmung der
Benzo{a)pyren-Oxidation durch Cimetidin (Ki: 1-10
mmel 1-1). Fir ein besseres Verstandnis dieser Effekte
miften die einzelnen Benzo(a)pyren—Metabolite bestimmt und
nicht die Gesamtfluoreszenz gemessen werden.

Im Gegensatz zur Inhibition bei Phenobarbital-
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vorbehandelten Tieren hemmen weder Cimetidin noch Etintidin
die Benzo(a)pyren—-Oxidation in Mikrosomen 5,6-Benzoflavon-
vorbehandelter Ratten. Obwohl durch Vorbehandlung der
Ratten mit diesen beiden Induktoren wenigstens zum Teil die
Bildung der gleichen fluoreszierenden Metaboliten
(hauptsichlich 3-Hydroxybenzo(a)pyren) gesteigert wird,
hemmen Cimetidin und Etintidin somit nur das/die

Phenobarbital-induzierbare(n) Cytochrom{e) P-450.

Uberraschend ist der Befund, daB Etintidin, im Gegensatz zu
Cimetidin, ein potenter kompetitiver Inhibitor der
Ethoxyresorufin-0-Deethylierung ist (Ki: ca. 0,2 mmol 1-%).
Die O-Deethylierung von Ethoxyresorufin gilt als
Modellreaktion sogenannter Cytochrom P-"448"-abhangiger
Monocoxygenasen in Rattenlebermikrosomen {(Burke und Mayer
1974, Prough et al. 1978). Diese Enzymreaktion ist erst
nach Vorbehandlung der Tiere mit bestimmten Enzyminduktoren
(3-Methylcholanthren, 5,6-Benzoflavon, polychlorierte
Biphenyle (PCB), 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD))
deutlich mepbar. Dieser Unterschied in der Hemmbarkeit der
Ethoxyresorufin~-O~Deethylierung durch Etintidin, aber nicht
durch Cimetidin deutet darauf hin, dap das klassische
Cytochrom P-"448" in Rattenlebermikrosomen zwar eine

Affinitit zum Etintidin aber nicht zum Cimetidin besitzt.
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Obgleich der Metabolismus von polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAH, polycyclic aromatic hydrocarbons)
nicht unmittelbar zum Thema der Arzneimittelinteraktion
gehdrt, erschien es dennoch wichtig, flr Etintidin der
Frage nachzugehen, wie sich der Metabolismus der PAH in
Gegenwart von.Etintidin verindert, insbesondere wegen der
durch Cytochrom P-450-katalysierten Aktivierung zu
ultimaten Cancerogenen (Jacob et al. 1981la, Wiebel 1980).
gur differenzierten Untersuchung wurde hier als Substrét
das ebenfalls als cancerogen eingestufte Benz(a)anthracen
eingesetzt, weil fiir diesen Kohlenwasserstoff umfangreiche
Untersuchungen des vollstandigen Metabolitenmusters und zur
Regioselektivitidt der primaren und sekunddren Oxidation
vorliegen (Jacob et al. 1981a).
In Gegenwart von Etintidin waren also diejenigen Cytochrome
P-450 inhibiert, die bei Kontrolltieren fiir die Bildung
fluoreszierender Benzo(a)pyren-Metabolite haupt-
verantwortlich sind, inklusive derjenigen, die auch durch
Phenobarbital induzierbar sind. Und obgleich zusatzlich
diejenigen Cytochrome P-450 gehemmt waren, welche die
Ethoxyresorufin-O-deethylierung katalysieren (gemeinhin als
Cytochrom(e) P-448 bezeichnet) hat das Etintidin, gemessen
an dem Gesamtumsatz, nur einen relativ geringen Effekt auf
den Metabolismus von Benz(a)anthracen in Lebermikrosomen

5,6=-Benzoflavon-vorbehandeltfer Ratten.
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Eine Dosisabhingigkeit der Effekte von 0,24 und 0,48 mmol
Btintidin 1-! auf das Benz(a)anthracen-Métabolitenprofi1
konnte nicht gefunden werden.
Die scheinbar paradoxe Steigerung der Umsatzraten einiger
hydroxylierter Metaboliten ist auch fiir andere Inhibitoren
beobachtet worden (Wiebel et al. 1971). Bisher ist es nicht

gelungen, den Mechanismus dieser Aktivierung aufzukldren.

Da bisher noch nicht bekannt ist, welche und wieviele
Cytochrome P-450 am Benz(a)anthracen-Metabolismus beteiligt
sind und welche Regioselektivitadt sie besitzen, kdnnen aus
den vorliegenden Inhibitions- und Aktivierungsergebnissen
noch keine weiteren Schliisse gezogen werden. Vermutlich
besitzt aber das Etintidin zu den verschiedenen beteiligten
Cytochromen sehr unterschiedliche Affinitaten.

Aus den Dosis - Wirkungskurven von 7,8 Benzoflavon
{(a~Naphthoflavon), das in niedriger Konzentration eine
Aktivierung und in hoher Ronzentration eine Hemmung

bewirkt {Wiebel et al. 1971}, kdénnte man vermuten, daf auch
beim Etintidin eipe niedrige Affinitdt zu Cytochromen P-450
eine Aktivierung und eine hohe Affinitat eine Inhibition
verursacht.

Fiir die 10,11-Oxidation ist aus Untersuchungen von Jacob et

al. (1981a) bekannt, dap diese Oxidation nach Vorbehandlung
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mit 3-Methylcholanthren-Typ-~Induktoren (wie 5,6-Benzo-
flavon = B-Naphthoflavon} nicht gesteigert, sondern
vermindert ist. Wahrscheinlich ist dies ein Ausdruck fir
eine Hemmung der Neusynthese dieses spezifischen Enzyms.
Da die an Position 10,11 oxidierte Verbindung der
Hauptmetabolit bei Inkubationen von Benz(a)anthracen mit
Lebermikrosomen nicht induzierter Ratten ist (Jacob et al.
198l1a), kann angenommen werden, dap bei Kontrolltieren die
Metabolisierung von Benz{a)anthracen durch Etintidin
hemmbar ist.
Die Ergebnisse legen den Schluf nahe, daﬁ weder die
Benzo{a)pyren-oxidierenden konstitutiven und Phenobarbital-
induzierbaren P-450 Cytochrome noch das Ethoxyrescorufin
umsetzende Cytochrom P—-450 alleinigén oder wesentlichen
Anteil am Benz(a)anthracenunetabolismus besitzen. Offenbar
sind somit noch andere konstitutive und induzierbare
Cytochrome P-450 beteiligt und méglicherweise auch fir die
toxische Aktivierung des Benz{a)anthracens (und des
Benzo{a)pyrens?} {mit)verantwortlich.
Weitere Schliisse wird man erst erwarten kdnnen, wenn eine
priparative Trennung der verschiedenen, sich am
Benz {a)anthracen-Metabolismus beteiligenden Cytochrome

P-450 gelungen ist.

Die Befunde zur Hemmung Cytochrom P-450-abhangiger
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Modellreaktionen weisen darauf hin, dap sowohl Cimetidin
als atich im besonderen MaRe Etintidin in der Lage sind,
Cytochrom P-450-katalysierte Monocoxygenasereaktionen von

NSAR zu hemmen.

5.2. Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin in Ratten-
und Menschenlebermikrosomen.

Der Metabolismus von Cimetidin ist bisher kaum untersucht
worden. Beim Menschen ist das N-Glucuronid der
Hauptmetabolit (Mitchell et al. 1982b).

Der Phase I-Hauptmetabolit bei der Ratte und beim Menschen
ist das Sulfoxid-Derivat (Taylor et al. 1978). Weiterhin
sind als Metabolite ein S5-Hydroxymethyl- und ein
Guanylharnstoff-Derivat sowie N-Desmethylcimetidin
beschrieben worden (Mitchell et al. 1982a, 1982b, Taylor
und Cresswell 1975, Taylor et al. 1978, Zbaida et al.
1984). Angaben zum Metabolismus von Etintidin finden sich
in der Literatur nicht. Ebenfalls fehlten bisher
Untersuchungen zum in vitro-Metabolismus dieser Haz-
Rezeptorantagonisten und zum biochemiéchen Mechanismus der
Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin.

Neben Cytochrom P-450-abhingigen Monocoxygenasen koénnten
auch Flavin-abhingige Monooxygenasen (FMO)} (Dixon et al.
1985, Dixon und Udeagha 1986, Oldham und Chenery 1985},

andere mikrosomale Enzymsysteme (Fukushima et al. 1978)
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oder auch eine nicht-enzymatische Reaktion, wahrscheinlich
durch Peroxide oder Peroxidradikale (Lipidperoxidation) fir

die Oxidation am Schwefelatom verantwortlich sein.

Cimetidin und Etintidin werden durch Ratten- und
Menschenlebermikrosomen zum Sulfoxid metabolisiert.
Diese Sulfoxide lassen sich in Mikrosomensuspensionen
diinnschichtchromateographisch detektieren und
hochdruckfliissigkeitschromatographisch genau und

empfindlich guantifizieren.

Zur Differenzierung zwischen der Cytochrom P~450 und FMO-
katalysierten mikrosomalen Oxidation von Fremdstoffen ist
es iblich, Inhibitoren einzusetzen oder auf anderé Weise
jeweils ein Enzym zu blockieren. Zum Studium der FMO-
Aktivitit verwenden die meisten Autoren n-QOctylamin

{3-4 mmol 1-!) als Inhibitor des Cytochrom P-450-Systenms
({Hajjar und Hodgson 1982, Oldham und Chenery 1985, Poulsen
et al. 1979, Tynes und Hodgson 19383, Ziegler 1980), weil
dadurch gleichzeitig die 0Oz -Bindung an die FMO erhdht wird
{(Ziegler 1980). Ob dies auch fiir die mikrosomale FMO der
Rattenleber zutrifft, wird in der Literatur kontrovers
diskutiert (Cashman und Ziegler 1986, Poulsen et al. 1974,
Tynes und Hodgson 1985). Als weitere Inhibitoren sind SKF

525-A (Hoodi und Damani 1984, Kreft und Breyer-Pfaff 1979,
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Porter und Neal 1978) und Kohlenmonoxid {(Hartmann et al.
1983, Hoodi und Damani 1984, Kreft und Breyer-Pfaff 1979,
Porter und Neal 1978, Vignier et al. 1985)Agebr5uchlich.
Gerade letztere Methode ist jedoch, aufer dem Einsatz wvon
Antikdrpern, am besten geeignet, da nur durch CO alle
P-450-Cytochrome gleichm&fig inhibiert werden.
Umgekehrt wird die FMO durch Prainkubation der Mikrosomen
bei 37-50 °C in Abwesenheit von NADPH zerstdrt (Dyroff und
Neal 1983, Poulsen et al. 1979, Uehleke 1971, Ziegler 1980)
oder durch Zugabe von N,N-Dimethylanilin (Poulsen et al.
1979, Ziegler 1980) und/oder Methimazol (Thiamazol)
(Cashman und Ziegler 1986, Young und Mehendale 1987)
kompetitiv gehemmt.
Da mit N,N-Dimethylanilin in einer KRonzentration von
0,4 mmol 1-! (scheinbare Kn = 0,003 mmol 1-! fir
Schweineleber-FMO (Ziegler 1980)) und Methimazol in einer
Ronzentration von 1 mmol 1-! ({scheinbare K« = 0,017
mmol 1-! fiir Mausleber-FMO (Tynes und Hodgson 1985)) und
auch durch Prainkubation der Mikrosomen (45 min 37 °C})
keine'Hemmung der Sulfoxidation auftrat, scheidet bei der
Ratte und dem Menschen eine Beteiligung der FMO bei der
Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin aus.
Die beobachtete geringgradige Aktivitdtsminderung
widerspricht dieser SchluBfolgerung nicht, da aus anderen

Messungen Cytochrom P-450 katalysierter Oxidationen (z.B.
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Ethoxyresorufin-O-Deethylierung, Digitoxin-15'-0Oxidation,
Benz (a)anthracen-Oxidation) eine Aktivitédtsminderung bei
Prainkubation der Mikrosomen bekannt ist (Schmoldt,
unverdffentlicht).

Bei der Ratte hatte die Hemmung des Cytochrom P-450 durch
C0 oder n—-Octylamin eine deutliche Hemmung der
Sulfoxidation zur Folge, so daf aus den Versuchen
geschlossen werden kann, dap die Sulfoxidation zumindest
hauptsichlich von {(einer) Cytochrom P-450-abhéngigen
Monooxygenase(n) katalysiert wird. Diese(s) Enzym(e}
{ist)sind durch eine Vorbehandlung der Ratten mit
Phenobarbital oder 5,6-Benzoflavon nicht induzierbar. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den am Schwein
erhobenen Befunden, fiir das Oldham und Chenery (1985) eine
FMO-katalysierte S- und N-Oxidation von Cimetidin und
Ranitidin indirekt aus 02 ~Verbrauchsmessungen abgeleitet
haben. Dies sind die einzigen iliberhaupt bisher publizierten
Befunde iiber die in vitro-Sulfoxidation von Cimetidin.

Die von Dixon et al. (1985) aufgrund von in vivo-
Experimenten angegebene Induktion der Sulfoxidation von
Cimetidin nach Vorbehandlung der Ratten mit Phenobarbital
steht nur scheinbar im Widerspruch zu den hier vorliegenden
Ergebnissen der konstant gebliebenen Aktivit&t pro mg
mikrosomales Protein;:; denn infolge der durch Phenobarbital

verursachten Hypertrophie des endoplasmatischen Retikulums
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resultiert bei konstanter spezifischer Aktivitat eine
erhdhte Oxidationsrate pro Gesamtleber.
Die ebenfalls von Dixon et al. (1985) ahgegebene in vivo-
Hemmung der Sulfoxidation von Cimetidin durch Methimazol,
nicht aber durch Metyrapon, einem wie CO an das reduzierte
Cytochrom P-450 bindenden Liganden, ist aus den

publizierten MeBdaten nicht nachvollziehbar.

Da auch eine Hemmung der Lipidperoxidation durch Zugabe wvon
Glutathion und EDTA die Bildung der Sulfoxide nicht
beeinflufte, kann aus diesen Ergebnisse gefolgert werden,
dap die Sulfoxidation von Cimetidin und Etintidin bei der
Ratte ausschlieflich durch Cytochrom P-450-abhidngige

Monocoxygenasen katalysiert wird.

Auch beim Menschen wird die Sulfoxidation von Cimetidin und
Etintidin nicht von der FMO katalysiert. Indes l&pt sich
aus den Versuchen nicht klar ableiten, dap die Reaktion
ausschlieplich {iber Cytochrom P~450 erfolgt. In Abwesenheit
von NADPH und NADPH-regenerierendem System (Isocitrat und
Isocitratdehydrogenase) wurden ebenfalls Sulfoxide gemessen
und in Gegenwart von NAD oder NADP wurden 50-66 % der
maximalen Umsatzraten erzielt. Abgesehen davon, daf noch
Spuren an Pyridinnukleotiden in der Mikrosomenfraktion

vorhanden gewesen sein kdénnten, ist auch an die Méglichkeit
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anderer Reaktionen zu denken. In Betracht ké&men zum
Beispiel eine Regeneration von NADPH aus NADP durch
"endogene” Substrate und Oxidoreduktasen und die Bildung
von Hydroperoxiden und Peroxidradikalen unabhéngig von
Cytochrom P-450 oder der FMO unter Mitwirkung vomn NAD bzw.
daraus gebildetem NADH.
Die mégliche Beeinflussung der Sulfoxidation durch eine
Rilckreduktion tiber NADH~ oder NADPH-abhingige
Oxidoreduktasen spielte unter den gewdhlten in vitro-
Bedingungen sicher keine Rolle. Denn bei Einsatz der
sulfoxide als Substrate der Mikrosomen konnte mit und ohne
Zusatz von NADH oder NADPH kein Cimetidin oder Etintidin
nachgewiesen werden. Das im Urin aufgefundene Cimetidin
nach oraler Gabe von [2-14C] Cimetidinsulfoxid (Mitchell
et al. 1982c¢) ist wahrscheinlich auf die Reduktion des
Sulfoxids durch Darmbakterien zurilickzufihren {(Taylor et al.
1978) . Andererseits wurde aber bei Inkubation der Sulfoxide
unter aeroben Bedingungen in Gegenwart von NADPH keine
Sulfone gefunden. Auch in vivo ist ja bisher dieser
mdgliche Metabolit nicht nachgewiesen worden. Er kann auch
nur in allenfalls geringer Menge durch das Cytochrom P-450-
System gebildet werden, da das Sulfoxid eine wesentlich
geringere Affinitdt zum Cytochrom P-450 als Cimetidin
besitzt (Rendic et al. 1983, Speeg et al. 1982). In

Anwesenheit von unverindertem Hz -Rezeptorantagonisten niipte
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diese Weiteroxidation zum Sulfon gehemmt sein; falls
die Sulfoxid-Oxidation von demselben Cytochrom P~450
katalysiert wﬁrdé, das fiir die primire Sulfoxidation
verantwortlich ist.
Untersuchungen mit Dibenzothiophen (Hoodi und Damani 1984,
Vignier et al. 1985) und Benzo(b)naphthothiophen (Jacob et
al. 1986, Schmoldt et al. 1986) einerseits und den
Phenothiazinen andererseits ergaben ganz unterschiedliche
Relationen zwischen Sulfonen und Sulfoxiden (Breyer-Pfaff
et al. 1978, Hartmann et al. 1983, Kreft und Breyver-Pfaff

1979, Traficante et al. 1979).

Der komplexere Mechanismus der Sulfoxidation von Cimetidin
und Etintidin beim Menschen kénnte die Grundlage fir
weitere, vom Cytochrom P-450-System unabhidngige

Interaktionen sein.

%.3. Interaktionen von Histamin Bz -Rezeptorantagonisten mit
nichtsteroidalen Antirheumatika.

Fiir die Untersuchung pharmakokinetischer Interaktionen
zwischen Hz -Rezeptorantagonisten und NSAR kommen
Bestimmungen pharmakokinetischer Parameter der NSAR nach
Einzeldosis- bzw. Mehrfachapplikation in Frage. Da diese
Untersuchungen aufwendige {(zeit-, personal- und

kostenintensive) klinische Studien und analytische
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Verfahren aus biologischem Material (in der Regel Blut bzw.
Plasma oder Serum und Urin) voraussetzen, kdénnen in.vitro-
Experimente - zusatzlich, nicht alternativ - préklinische
Hinweise fiir mégliche Interaktionen liefern. Hier bieten
sich Untersuchungen mit der mikrosomalen Fraktion der Leber
an, in der die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme vorhanden

sind.

5.3.1. Einflup von Ranitidin auf den oxidativen
Metabolismus von Diclofenac.

Der Histamin Hz ~-Rezeptorantagonist Ranitidin kann aufgrund
seiner héheren Potenz gegeniiber Cimetidin und Etintidin
(Brater et al. 1982a, 1982k, Brogden et al. 1982) in einer,
im Vergleich zum Cimetidin ca. 4-fach geringeren Dosierung
zur Therapie und Prophylaxe peptischer Ulcera eingesetzt
werden. Da Rénitidin eine sehr viel niedrigere Affinitat
zum Cytochrom P-450-System (keine hochaffine Bindungstelle)
der Ratten- und Menschenleber besitzt (Bell et al. 1981,
Knodell et al. 1982, Rendidé et al. 1982, 1984, Speeg et al.
1982) ist das Interaktionspotential dieser Substanz kleiner
als bei Cimetidin (Kirch et al. 1984, Klotz und Reimann
1984, Reimann und Klotz 1986).

Das nichtsterocidale Antirheumatikum Dicleofenac wird
hauptséchlich durch Oxidation an den Positionen 3', 4',

und 5 zu den Hydroxy-Derivaten metabolisiert und nach
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Konjugation mit Glucuronsaure oder Sulfat vorwiegend renal
eliminiert (Stierlin et al. 1979, Stierlin und Faigle 1979,
Schneider und Degen 1981). Nur ca. 5 % einer peroralen
Dosis werden als unverénderte Substanz frei und kojugiert
mit dem Urin ausgeschieden (Brogden et al. 1980).
Der in vitro-Metabolismus von Diclofenac in Ratten- und
Menschenlebermikrosomen ist bisher nicht untersucht worden.
Sehr wahrscheinlich werden die Ringhydroxylierungen am
Diclofenacmolekiil durch Cytochrom P-450-abhéngige
Monooxygenasen katalysiert.
In Ubereinstimmung mit den von Fowler et al. (1983, 1986)
publizierten in vivo-Daten beim Menschen wird Diclofenac
von Ratten- und Menschenlebermikrosomen hauptséchlich zum
4'-Hydroxy- {und 5-Hydroxy-)diclofenac metabolisiert
(s. 84, Tab. 11).
In dquimolarer Konzentration, die in etwa physiologische
Verhdltnisse reprasentiert, hat der H: -Rezeptorantagonist
Ranitidin keinen Einflufl auf die‘4'— und 5-Hydroxylierung
von Diclofenac in Ratten- und Menschenlebermikrosomen.
Diese Ergebnisse legen den Schluf nahe, daf Ranitidin
keinen Einflup auf den oxidativen Metabolismus von
Diclofenac ausiiben sollte.
Da keine der bekannten Indometacinmetaboliten {vor allem
5-0-Desmethylindometacin) zur Verfiigung standen, war eine

Untersuchung des Metabolismus dieses NSAR nicht méglich.
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5.3.2. Analytik der H: ~Rezeptorantagonisten und NSAR im
menschlichen Plasma.
Bei allen Untersuchungen pharmakokinetischer Interaktionen
sind sensitive, genaue und reproduzierbare analytische
Verfahren fiir die zu bestimmenden Substanzen notwendig.
Die Nachweisgrenze sollte so niedrig liegen, dap eine
hinreichend genaue Bestimmung der Eliminationshalbwertszeit
méglich ist. Vor allem bei Studien mit nicht-stationéren
Probanden/Patienten sollte auch die Einnahme derjenigen
Substanzen iiberwacht werden, deren Pharmakokinetik nicht
untersucht wird ("Compliance"). Diese Substanzen sind bei
Interaktionsstudien zwischen NSAR und H:z -Rezeptor-

antagonisten in der Regel die letztgenannten.

Fiir die drei Hz -Rezeptorantagonisten Cimetidin, Etintidin
und Ranitidiﬁ konnten hier hochdruckflilssigkeits-
chromatographische (HPLC) Verfahren entwickelt werden, die
auch eine Bestimmung der minimalen steady state-
Konzentrationen im menschlichen Plasma ermdéglichen
(Variationskoeffizient (VK) fiir die Genauigkeit <7 %, mit
einer Ausnahme). Zusatzlich ist es méglich die
Hauptmetaboliten der Phase I-Reaktion Cimetidinsulfoxid und
Etintidinsulfoxid gleichzeitig zu bestimmen.

HPLC~-Verfahren sind fiir die Bestimmung der Hz -Rezeptor-

antagonisten die zur Zeit geeignesten, da sie eine genaue,
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sensitive, reproduzierbare und h3ufig auch schnelle
Bestimmung erlauben. Interferenzen durch endogene Plasma-
und/oder Urinbestandteile milssen durch geeignete
Reinigungs-und Extraktionsverfahren abgetrennt werden;
hierfiir ist die Festphasenextraktion besonders geeignet.
Da die genannten H: -Rezeptorantagonisten schwer bzw. nicht
verdampfbar sind, kommen gaschromatographische Trenn-
verfahren nicht in Betracht.
Hingegen sind gaschromatographische Trennverfahren mit
anschliepender Detektion (z.B. Flammen-Ionisations-Detektor
(FID), Elektroneneinfang-Detektor (ECD, electron gapture
detector) oder Gaschromatographie-Massenspektrometrie
{(GC/MS)} Kopplung) fiir die Bestimmung der NSAR Diclofenac
und Indometacin gebriuchlich (Ferry et al. 1974, Helleberg
1976, 1981, Schneider und Degen 1981, Stierlin et al. 1979,
Stierlin und Faigle 1979). Da in der Regel fir diese
gaschromatographischen Bestimmungen eine vorhergehende
berivatisierung notwendig ist, haben sich mit der
Weiterentwicklung hochdruckflissigkeitschromatographischer
Trennverfahren und Detektionsméglichkeiten (z.B.
Fluoreszenzdetektor, Photodioden-Array-Detektor} die HPLC-
Verfahren auch flir die NSAR zunehmend durchgesetzt (Bakar
und Niazi 1983, Bechgaard et al. 1982, Derendorf et al.

1986, Richardson et al. 1985, McVerry et al. 1986).
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Fiir die Analytik der wichtigsten NSAR im Plasma bzw. Serum
konnte ein in weiten Teilen einheitliches Extraktions-
verfahren mit anschliefender UV-Detektion erarbeitet
werden, das die Bestimmung pharmakokinetischer Parameter
ermdglicht. Die Verfahren sind hinreichend sensitiv fir die
Bestimmung der Eliminationshalbwertszeit, reproduzierbar
und genau (VK <10 %).
Fliir eine pharmakckinetische Interaktionsstudie, in der der
Einfluf von Ranitidin bzw. Misoprostol auf die Einzeldosis-
Kinetik und minimale steady state-Plasmakonzentrationen von
Indometacin im Vergleich zur Placebogabe untersucht werden
sollte, konnte diese HPLC-Methode in praxi an ca. 800
Einzelmessungen geprift werden (5.3.3.).
Da diese Studie von vornherein auf die Untersuchung des
Nutzens eines H: -Rezeptorantagonisten (Ranitidin) oder
eines synthetischen Prostaglandinderivates (Misoprostol)
abgestellt war (Objektivierung der Schleimhautschadigung
durch Gastroskopie), liefen sich nicht alle wiinschenswerten
Bedingungen fiir eine optimale Pharmakokinetikstudie

durchsetzen.

5.3.3. Einflup von Ranitidin auf die Pharmakokinetik und
minimale Plasmakonzentration im steady state von
Indometacin.

Auf den EinfluPf des Prostaglandin E;-Derivates Misoprostol.
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auf die Pharmakokinetik und minimale steady state-
Plasmakonzentrationen von Indometacin wurde nicht
eingegangen, da Prostaglandine, vor allem der E-Serie (und
deren Derivate) durch Stimulierung der Sekretion von
Elektrolyten und Wasser - vorwiegend im Dinndarm - und
zusdtzlich durch Kontraktion der glatten Lingsmuskulatur
des Gastrointestinaltraktes starke Diarrhoen ausldsen
kdnnen. Diese Diarrhoen traten auch wahrend dieser Studie
auf. Hierdurch sind eventuell auftretende
pharmakokinetische Interaktionen nicht sicher zu bestimmen
und schwer 2u interpretieren.
Die Plasmakonzentrations—-Zeit-Verldufe von Indometacin
unter gleichzeitiger Gabe von Ranitidin im Vergleich zur
Placebotherapie sind vorsichtig zu interpretieren:
Eine Béstimmung der Plasmaeliminationshalbwertszeit (ti,2)
war nicht mdéglich, da nicht ausreichend lange nach der
ersten peroralen Dosis von Indometacin Blutentnahmen
erfolgten. Statt nach 10 Stunden hdtte die letzte
Blutentnahme erst nach 24 Stunden (3-4 x ti,z} erfolgen
diirfen. Aus diesem Grund ist auch eine Berechnung der
Gesamt-AUC (area under the gurve, Flache unter der
Plasmakonzentrations~Zeit-Kurve) und eine Angabe der
Absorptionsgeschwindigkeitskonstanten (ks ) nicht méglich
gewesen, so daf eventuell auftretende Interaktionen wihrend

der Absorption nicht sicher erkannt worden wiren. Der
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Vergleich der Zeiten bis zum Erreichen der maximalen
Plasmakonzentration (tmax} allein reicht hierfiir nicht aus.
Durch die pH-Wert Erhdéhung des Magensaftes durch Ranitidin
(und Misoprostol) kénnen theoretisch solche Arzneimittel in
ihrer Absorption beeinflupt werden, welche vorrangig im
stark sauren Magenmilieu in undissoziierter Form vorliegen
und resorbiert werden. Hierzu gehdren die meisten
nichtsteroidalen Antirheumatika als Arylessig- bzw.
Arylpropionsiure-Derivate. Die von Howes et al. (1983) bei
langerfristiger RKomedikation von Cimetidin und Indometacin
gefundenen niedrigeren steady state-Plasmakonzentrationen
von Indometacin (ohne klinisch bemerkbares Nachlassen des
antiphlogistischen Effektes) kénnen durch eine verminderte
Resorption von Indometacin durch die gleichzeitige
Cimetidin-Einnahme erklart werden.
Durch die erheblichen intra- und interinviduellen
Unterschiede in der Pharmakokinetik des Indometacins
(unterschiedlich ausgeprigter enterohepatischer Kreislauf
(Haelleberg 1981)) kénnen, zusdtzlich bedingt durch einzelne
‘unterlassene Blutentnahmen statistische Auswertungen bei
nur 9 Probanden nur mit Vorbehalten erfolgen.
Da auch bei den minimalen Plasmakonzentrationen im steady
state (Tag 2-6 der Studie, morgens vor der ersten Dosis)
relativ grofe biologische Schwankungen auftraten, diese

aber auch nicht durch die gleichzeitige Ranitidingabe
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verindert wurden, konnte der Effekt von Ranitidin auf die
Pharmakokinetik nach Einmalgabe (maximale Plasma-
konzentration, AUCe-10} und die minimalen Plasma-
konzentrationen im steady state von Indometacin allenfalls

gering und wahrscheinlich klinisch ohne Bedeutung sein.
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Zusammenfassung:

Fiir die Untersuchung pharmakokinetischer Interaktionen wvon

Histamin H: -Rezeptorantagonisten {(Cimetidin, Etintidin,

Ranitidin}) mit nichtsteroidalen Antirheumatika (Diclofenac,

Indometacin) wurden folgende, den Arzneistoffmetabolismus

betreffende Fragestellungen bearbeitet:

Bindungsstudien von Cimetidin und Etintidin mit dem
Fremdstoff metabolisierenden mikrosomalen Cyto-

chrom P-450-System der Rattenleber,

Hemmversuche der durch Cytochrome P-450 katalysierten
Enzymreaktionen.

Untersuchungen zur Sulfoxidation von Cimetidin und
Etintidin und zum biochemischen Mechanismus dieser
Reaktion bei Ratte und Mensch.

Untersuchungen zum Einflufp wvon Ranitidin auf den in
vitro—-Metabolismus von Diclofenac.

Bestimmung der nichtsteroidalen Antirheumatika und
Histamin Hz ~Rezeptorantagonisten im menschlichen Plasma.
Untersuchungen zum Einflup von Ranitidin auf die
Pharmakokinetik und minimale steady state-
Plasmakonzentrationen von Indometacin bei freiwilligen

Probanden.



144

Es wurden feolgende Ergebnisse erhalten:

1. Die beiden Histamin H: -Rezeptorantagonisten Cimetidin

und Etintidin interagieren mit dem Cytochrom P-450-System

der Rattenleber.

Nach unterschiedlicher Vorbehandlung der Tiere ergibt sich

aus den Typ II-Bindungsspektren eine ca. 5-fach hdhere

Affinitdt fir Etintidin

_ Cimetidin.

zu den Cytochromen P-450 als fiir

Dies gilt sowohl fiir die hoch als auch fiir die niedrig

affine({n) Bindungsstelle(n).

2. Cimetidin und Etintidin hemmen die Cytochrom P-450-

abhingige N-Demethylierung von Benzphetamin in

Rattenlebermikrosomen. Etintidin ist ein kompetitiver

Inhibitor der durch Phenobarbital induzierbaren

Benzphetamin-N-demethylierung (Inhibitorkonstante

Ki: 4,0 mmol 1-1).

Die durch Phenobarbital
Benzo{a)pyren-0Oxidation
durch Etintidin starker

Beide Substanzen hemmen

induzierbaren, an der
beteiligten Cytochrome P-450 werden
als durch Cimetidin gehemnmt.

die Benzol(a}pyren-Oxidation nicht,

wenn Mikrosomen von Ratten eingesetzt werden, die mit

5,6-Benzoflavon vorbehandelt gsind.
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Etintidin ist ein potenter kompetitiver Inhibitor der
Cytochrom P-450-abhingigen Ethoxyresorufin-O-Deethylierung
(Kt : 0,2 mmol 1-!). Cimetidin ist nicht wirksam.
Aus der Untersuchung des Effektes von Etintidin auf das
Metabolitenmuster von Benz(a)anthracen ergaben sich keine
neuen Erkenntnisse bezliglich der Regiocselektivitat
verschiedener am Metabolismus von polycyclischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen beteiligter
Cytochrome P-450,
Diese Befunde weisen darauf hin, dap Cimetidin und im
besonderen MaBe Etintidin in der Lage sind,
Cytochrom P-450-abhingige Monooxygenasereaktionen von

nichtstercidalen Antirheumatika zu hemmen.

3. Cimetidin und Etintidin werden durch Ratten- und
Menschenlebermikrosomen zu den Sulfoxiden metabolisiert.
Die Umsatzraten fir die Bildung von Cimetidinsulfoxid und
Etintidinsulfoxid in Lebermikrosomen unvorbehandelter
Ratten erreichten 0,6 bzw. 0,8 nmol nin-! {mg mikrosomales
Protein)-1, Substratkonzentration: 120 pmol Cimetidin 1-!
bzw. 100 pmol Etintidin 1-! und sind durch Phencobarbital-
oder 5,6-Benzoflavon-Vorbehandlung nicht zu steigern.

Die Sulfoxidation wird bei Ratten ausschlieBlich durch
Cytochrom P-450-abhdngige Monocoxygenasen katalysiert.

Beim Menschen ist die Cytochrom P-450-abhangige
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Sulfoxidation fiir nicht mehr als 40 % der Gesamtoxidation
verantwortlich. Eine Beteiligung Flavin-abhangiger
Moncoxygenasen scheidet aus.
Der komplexere Mechanismus dieser Sulfoxidation beim
Menschen kénnte die Grundlage fiir weitere, vom Cytochrom

P-450-System unabhingige Interaktionen sein.

Es konnte ausgeschlossen werden, daf die Sulfoxide wvon
Cimetidin und Etintidin durch mikrosomale Enzyme der
Rattenleber zum Sulfon oxidiert oder zur Muttersubstan:z

reduziert werden.

4, In Vorbereitung einer klinischen Interaktionsstudie
wurde zusftzlich die Interaktion des Histamin Hz ~Rezeptor-—
antagonisten Ranitidin mit dem nichtsteroidalen Anti-
rheumatikum Diclofenac {berpriift. Diclofenac wird
weitgehend zu hydroxylierten Metaboliten verstoffwechselt.
In Ratten~ und in Menschenlebermikrosomen hemmt Ranitidin
selbst in einer Konzentration von 0,1 mmol 1-! weder die

4'—- noch die 5-Hydroxylierung von Diclofenac.

5. Fir klinisch—pharmakologische Studien wurden
Analysenmethoden entwickelt:
Die Histamin Hz -Rezeptorantagonisten Cimetidin

{Cimetidinsulfoxid), Etintidin (Etintidinsulfoxid) und
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Ranitidin lassen sich hochdruckflissigkeits-
chromatographisch spezifisch und sensitiv im menschlichen
Plasma bestimmen.
Weiterhin wurde eine einheitliche HPLC-Bestimmungsmethode
fiir die Analytik der nichtsteroidalen Antirheumatika
Diclofenac, Indometacin, Naproxen (6-O-Desmethylnaproxen},
Piroxicam und Salicylsdure in menschlichem Plasma
entwickelt. Mit Hilfe dieser Methoden ist es mdéglich, alle
fiir die Untersuchungen von Interaktionen wichtigen

pharmakokinetischen Parameter zu bestimmen.

6. In einer vorwiegend pharmakologisch angelegten
interaktionsstudié mit freiwilligen Probanden konnte
nachgewiesen werden,.daB Ranitidin keinen signifikanten
Einflup auf die maximalen Plasmakonzentrationen, die Fléche
unter der Plasmakonzentrations—Zeit—kurve {(AUCo-10) und die
minimalen steady state-Plasmakonzentrationen von
Indometacin ausiibt. Somit ergeben sich keinerlei Hinweise
auf Interaktionen des Ranitidins mit dem hier gepriften
nichtsteroidalen Antirheumatikum Indometacin. Fir Cimetidin
und Etintidin mipte hingegen aufgrund der in wvitro-
Untersuchungen mit Interaktionen am Cytochrom P-450-Systen
gerechnet werden. Deshalb sollte auf Kombinationen von
nichtsteroidalen Antirheumatika nit Cimetidin oder

Etintidin von vornherein verzichtet werden.
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