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1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Unter Diuretikaresistenz, als haufigem klinischen Problem bei chronischer Diuretika-
therapie versteht man einen zunehmenden Wirkungsverlust in Form einer vermin-
derten Natrium- und Flussigkeitsausscheidung bei gleichbleibender Diuretikadosis.
Ursachen kdnnen sowohl pharmakokinetischer und/oder -dynamischer Natur sein.
Bisherige Behandlungsansatze beinhalten entweder eine stetige Dosissteigerung mit
der Gefahr erhohter Nebenwirkungen oder eine Kombinationstherapie verschiedener
Diuretika (sequentielle Nephronblockade). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue
therapeutische Ansatze zur Behandlung der Diuretikaresistenz zu entwickeln.

Zur quantitativen Analyse der Diuretikakonzentrationen in Plasma/Vollblut und Urin
wurden chromatographische Trennverfahren (HPLC mit gekoppelter UV- bzw. Fluo-
reszenz-Detektion) weiterentwickelt (Schleifendiuretika) bzw. aufgebaut (Indapamid).
Es wurden funf verschiedene, validierte Analyseverfahren etabliert, anhand derer die
jeweiligen Konzentrationen in den authentischen Proben bestimmt wurden.

In der ersten Studie wurde am Modell der pharmakokinetischen Diuretikaresistenz in-
traindividuell die Wirkung der Schleifendiuretika Bumetanid und Furosemid bei zu-
nehmender Hemmung der tubularen Sekretionskapazitat verglichen. Hierbei ergaben
sich deutliche substanzspezifische Unterschiede. Wahrend sich die Pharmakokinetik
beider Arzneistoffe gleichartig &nderte, fihrte Bumetanid unabhangig vom Grad der
Sekretionshemmung zu einer hoheren fraktionellen Natriumausscheidung und einer
effizienteren Natriurese. Dies ist durch eine intratubular hohere Affinitat von
Bumetanid am Na'K'2Cl-Kotransporter erklart. Bei Patienten mit eingeschrankter
tubularer Sekretionskapazitdt und pharmakokinetischer Diuretikaresistenz kann dies
von Vorteil sein.

In einer zweiten Studie wurde bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz placebo-
kontrolliert die Wirkung des Vasodilatators und Thiazid-Analogons Indapamid
(1,5 mg S.R.) auf renale Hamodynamik und natriuretische Wirksamkeit von Furosemid
gepruft. Bei unveranderter systemischer Hamodynamik zeigte sich unter Indapamid
eine Zunahme von GFR und renalem Blutflul? sowie eine verringerte Rechts-
verschiebung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von Furosemid. Dies ist am ehesten
durch eine afferente Vasodilatation — sowohl direkt als auch durch eine fehlende Akti-
vierung der tubulo-glomeruléren Rickkopplung — mit nachfolgend erhéhtem Natrium-
angebot am Wirkort der Schleifendiuretika bedingt. Somit stellt Indapamid bei
chronischer Herzinsuffizienz eine vielversprechende, neue therapeutische Option dar,
die in weiteren klinischen Studien geprift werden sollte.
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2 Einleitung und Rationale

2.1 Diuretika

Diuretika stellen eine Basistherapie bei der medikamentdsen Behandlung
von Regulations- und Funktionsstorungen der Niere bei Herz- oder
Niereninsuffizienz, arterieller Hypertonie oder chronischen Lebererkran-
kungen dar. Die Arzneistoffgruppe der Diuretika bewirkt primar eine
gesteigerte Ausscheidung von Flissigkeit und Elektrolyten; insbesondere
die verminderte Reabsorption von Natriumionen flhrt zu einer gestei-
gerten Exkretion von Wasser. Diuretika werden therapeutisch dazu
genutzt, Elektrolyt- und Wasserbewegungen im Organismus zu beein-
flussen und die Homoostase im Korper aufrechtzuerhalten.

Aufgrund des Angriffsortes an verschiedenen funktionellen Abschnitten
(Segmenten) des Nephrons, laf3t sich fur die Diuretika eine Einteilung in
verschiedene Untergruppen vornehmen. Die verschiedenen Diuretika-
klassen unterscheiden sich hinsichtlich Wirkungseintritt, -dauer und
-starke. Betrachtet man die fraktionelle Natriumausscheidung als ein Mal3
fur die renale Wirksamkeit, so treten neben Carboanhydratasehemmern,
kaliumsparenden Diuretika und Thiaziden die Schleifendiuretika als
besonders schnell wirksame und effiziente Diuretikaklasse in Erschei-
nung. Sie sind in der Lage etwa 30% des filtrierten Natriums zu beein-
flussen, wodurch ein temporarer Anstieg der fraktionellen Natriumaus-
scheidung von 1% auf etwa 20 —25% mdglich ist. Klinisch kommen
Schleifendiuretika zum Einsatz, wenn andere Diuretika nicht mehr wirken
oder wenn akut eine forcierte Diurese erforderlich ist.
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2.1.1 Schleifendiuretika

Schleifendiuretika entfalten ihre Wirkung durch Blockade des Na'K"2Cl-
Kotransporters an der luminalen Seite des dicken aufsteigenden
Schenkels der Henle’schen Schleife. Durch diese Bindung am
Kotransport-System wird die Reabsorption von Natrium-, Kalium-, und
Chloridionen in diesem Abschnitt des Tubulusapparates gehemmt.
Aufgrund ihres Wirkortes an der luminalen Membran der Tubuluszellen,
mussen die Wirkstoffe zunadchst aus der Blutbahn in die Tubulus-
flissigkeit gelangen. Da diese Gruppe der Diuretika eine starke Plasma-
eiweil3bindung von etwa 95% aufweist, ist der Weg der Filtration im
Glomerulum der Niere stark eingeschrankt; die Diuretika-Protein-
Komplexe werden nicht glomerular filtriert, so dal3 nur der freie Anteil
filtriert werden kann [1].

Fur Furosemid, Bumetanid und andere Schleifendiuretika wurde bekannt,
daf’ sie ihren Wirkort aul3er Giber glomerulare Filtration hauptsachlich Gber
aktive Sekretion im proximalen Tubulus erreichen, indem sie den
unspezifischen Sekretionsweg organischer Sauren (Anionentransporter,
Antiport) benutzen. Dieses Transportsystem ermdglicht es die nétige
Menge Arzneistoff an den Wirkort zu beférdern (Abb. 2-1) [1].

Der aktive Transport Uber den organischen Anionentransporter verlauft
unter Energieverbrauch (ATP-abhangig), ist sattigbar und kann durch
andere Stoffe kompetitivn. gehemmt werden. So kann bei einer
vorliegenden Niereninsuffizienz der Sekretionsprozeld durch kumulierte
organische Sauren (0A’), die hier mit dem Diuretikum um die Bindungs-
stelle (2) konkurrieren, eingeschrankt sein (s. Abb. 2-1).
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Abb. 2-1: Schematische Darstellung der tubuldren  Sekretion
organischer Anionen

Entscheidend fiur die natriuretische Wirksamkeit eines Schleifen-
diuretikums ist somit zum einen der Anteil an tubular sezerniertem
Wirkstoff [2]. Zum anderen tragt insbesondere der zeitliche Verlauf der
Sekretion einen wesentlichen Anteil zu einer effizienten natriuretischen
Antwort bei [3]. Hieraus wird deutlich, dal3 nicht die Blutspiegel-
konzentration des Arzneistoffes, sondern die pro Zeiteinheit im Urin
vorliegende Diuretikamenge die wirksame GroR3e darstellt.

Wie bei allen Diuretika wird auch hier die spezielle Verflechtung der
Pharmakodynamik mit der Pharmakokinetik dieser Arzneistoffklasse
deutlich, da die diuretische Wirkung unmittelbare Folge ihrer renalen Aus-
scheidung ist.

Ebenso qilt, dal3 jeder Anteil des Diuretikums, der bei der Bio-
transformation zu einem inaktiven Metaboliten verandert wird oder die
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biliare Ausscheidung durchlauft, keinen saluretischen Effekt mehr erzielen
kann.

Diuretika vom Typ der Schleifendiuretika I6sen dosisabhéngig eine starke
Diurese aus. Sie zahlen zu den High-ceiling-Diuretika, welche Gber einen
weiten Dosisbereich eine nahezu lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung
aufweisen, wodurch bei Dosissteigerung eine immer starkere Diurese
erreicht werden kann. Fur alle Schleifendiuretika gilt jedoch: bei Erreichen
eines gewissen Plateaus ist auch bei erneuter Dosissteigerung keine
Zunahme der Diurese zu erwarten, statt dessen kommt es zu einem
Anstieg des Nebenwirkungspotentials. Dennoch ist das Erreichen der
Maximalwirkung nicht ausschliel3lich vom verwendeten Diuretikum
abhangig, sondern ebenso von der Nierenfunktion, Alter und dem Krank-
heitszustand des Patienten.

Der Zusammenhang zwischen diuretischer Wirksamkeit gemessen als
fraktionelle Ausscheidung von Natrium (Verhaltnis ausgeschiedener zu
glomerular filtrierter Menge) und aktiver Wirkstoffmenge am Wirkort,
dargestellt als Ausscheidungsrate des Diuretikums, kann als sigmoidaler
Kurvenverlauf beschrieben werden (Abb. 2-2).

Die jeweilige Diuresestarke oder Effektivitat eines Diuretikums kann
anhand dieser Kurve ermittelt werden. Der Bereich des Wirkungs-
optimums mit ausgepragter Wirkung bei maglichst geringer Nebenwirkung
liegt um den Wendepunkt der Kurve vor.
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Abb. 2-2: Schematische Abbildung der Dosis-Wirkungs-Be-
ziehung modifiziert nach Brater et al., 1987

Fur das Erreichen des Wirkungsoptimums werden bei den verschiedenen
Schleifendiuretika unterschiedliche Arzneistoffdosen bendotigt.

Wenn diejenige Dosis bestimmt werden soll, die bendétigt wird, um eine
vergleichbare Natriumausscheidung hervorzurufen, so erhalt man nach
oraler Gabe beim Gesunden folgende Anhaltswerte [4], [5]:

» 1mg Bumetanid
» 12 mg Piretanid

» 10-20 mg  Torasemid
» 40 mg Furosemid
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2.1.1.1 Beeinflussung der Nierenfunktion durch
Schleifendiuretika

Die Niere bestimmt die Kinetik der Diuretika; andererseits jedoch
beeinflussen diese Arzneistoffe ihrerseits die Nierenfunktion.

Fur die Aufrechterhaltung des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes des
Korpers ist nicht nur die tubuldre RuUckresorption als wichtiger renaler
Grundprozel$ verantwortlich, sondern auch die glomerulare Filtration, die
sich durch die glomerulare Filtrationsrate (GFR) ausdrtickt.

Die glomerulare Filtrationsrate wird als Schutz vor Hypovolamie und Elek-
trolytverlust durch einen Riuckkopplungsmechanismus der tubuléaren
Reabsorption angepalit, so dal} die Kapazitat der Ruckresorption von
Elektrolyten und Wasser in den Tubuli nicht Gberschritten wird. Entschei-
dend fur diesen Ruckkopplungsmechanismus ist der juxtaglomerulére
Apparat, welcher sich aus Vas afferens, Vas efferens, Macula-densa-
Zellen und dem zum Glomerulum rickfihrenden Teil des distalen Schen-
kels der Henle’'schen Schleife zusammensetzt.

Die Macula-densa-Zellen erfassen uber den in diesem Bereich vorliegen-
den, eigenstandigen Na’K'2CI-Carrier die momentane Zusammenset-
zung der Tubulusflussigkeit. Hieraufhin kann eine Verminderung oder
Steigerung der GFR folgen, die unter anderem lokal Gber Adenosin- und
Reninfreisetzung gesteuert wird [6].

Die meisten Diuretika (u.a. Thiazide) fihren zu einem Anstieg der CI'-
Konzentrationen an der Macula densa, was die Aktivierung des tubulo-
glomerularen Feedbacks und somit eine Abnahme der GFR zur Folge
hat. Dies fuhrt insbesondere zu einer Limitierung der diuretischen Antwort
des Diuretikums.

Schleifendiuretika zeigen hier ein abweichendes Verhalten zu den
anderen Diuretika. Threm Wirkmechanismus entsprechend blockieren sie
nicht nur die Na'K*2Cl-Kotransporter an der luminalen Seite des distalen
Teils der Henle’'schen Schleife, sondern auch jene der Macula-densa-
Zellen [7].
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Die starke diuretische Wirkung von Schleifendiuretika ist zurtickzufuhren
auf diese Hemmung der tubulo-glomerularen Rickkopplung, da hierbei
durch Aufrechterhaltung des Glomerulumfiltrates die diuretische Wirkung
nicht abgeschwacht wird. Die glomerulare Filtrationsrate wird demnach
unvermindert beibehalten; dies fuhrt zu einem Vorteil bei der Diuretika-
behandlung von Patienten mit eingeschréankter Nierenfunktion.

2.1.1.2 Furosemid

Furosemid wurde 1959 von der Firma Hoechst als diuretisch wirksame
Substanz entdeckt und kam 1964 unter der Bezeichnung Lasix® auf den
Markt. Das hochwirksame Schleifendiuretikum mit seinem schnellen
Wirkungseintritt hat sich seine Aktualitat bis heute als Standarddiuretikum
in der Therapie bewahrt.

Durch die Hemmung des Na'K'2Cl-Kotransportsystems im aufstei-
genden Ast der Henle’'schen Schleife kommt es unter Furosemidgabe zu
einer Steigerung der renalen Natriumausscheidung von bis zu 35% der
glomerular filtrierten Menge [8].

Die glomerulére Filtrationsrate (GFR) wird durch die Gabe von Furosemid
nicht beeinflu3t. Der tubulo-glomerulare Ruckkopplungsmechanismus,
ausgeldst durch Informationsvermittlung an der Macula densa (Teil des
juxtaglomerularen Apparates), wird durch Furosemid blockiert.

Des weiteren vermag Furosemid die Prostaglandinsynthese zu stimu-
lieren (PGl,, PGE,), was in Folge einer afferenten Vasodilatation zu einer
Zunahme des renalen Blutflusses fuhrt. Durch die angeregte Prosta-
glandinsynthese scheint Furosemid aul3erdem bei Herzinsuffizienz akut
zu einer Senkung der Vorlast des Herzens durch Erweiterung der
vendsen Kapazitatsgefal3e zu fuhren [8].

Durch eine gesteigerte NaCl-Ausscheidung, eine reduzierte Reagibilitat
der glatten GefalBmuskulatur auf vasokonstriktorische Reize, sowie
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infolge einer Abnahme des zirkulierenden Blutvolumens tragt Furosemid
zur Senkung des Blutdrucks bei.

Anwendungsgebiete fur Furosemid sind daher die Akut- und Dauer-
therapie von Odemen als Folge von Erkrankungen des Herzens und der
Niere, von arterieller Hypertonie und der Einsatz zur forcierten Diurese bei
Intoxikation.

2.1.1.3 Bumetanid

Bumetanid ist eine stark natriuretisch und diuretisch wirksame Substanz,
die in den 70er Jahren nach Etacrynsaure und Furosemid auf den Markt
gebracht wurde und mit das starkste verfligbare Schleifendiuretikum
darstellt.

Ebenfalls zu der Gruppe der Schleifendiuretika gehérend, teilt Bumetanid
gleichermaRen den Mechanismus der Blockade des Na'K'2CI-
Kotransporters am dicken aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife
und fihrt zu einer bis maximal 35% erhdhten fraktionellen Natriumaus-
scheidung.

Nach Applikation von Bumetanid bleibt die GFR auch bei Patienten mit
Niereninsuffizienz unbeeinfluf3t [9].

Weitere Auswirkungen auf die Nierenfunktion sind ein verbesserter
renaler BlutfluR und ein erhdhtes Nierenvolumen. Diese Vorgange sowie
eine Senkung der Vorlast des Herzens durch Erweiterung der
KapazitatsgefalRe gehen der Diurese voraus und werden wahrscheinlich
durch die lokale Wirkung von Prostaglandinen vermittelt (Bumetanid-
aktivierte Stimulierung der Prostaglandinsynthese [10], [11]).

Die antihypertensive Wirkung von Bumetanid wird durch die initiale
Verminderung des Extrazellularvolumens sowie Verringerung des
peripheren Widerstandes, die spatere Senkung der Natriumkonzentration
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in den GefalRwéanden und die dadurch herabgesetzte Ansprechbarkeit
(® Vasokonstriktion) gegentber Noradrenalin erklart.

Aus den beschriebenen pharmakodynamischen Eigenschaften ergeben
sich die therapeutischen Einsatzgebiete von Bumetanid fir die Behand-
lung von kardialen sowie nephrogenen Odemen.

2.1.2 Indapamid

Indapamid z&hlt formal zu den Diuretika und wird der Gruppe der
Benzothiadiazine (Thiazide) zugeordnet.

Indapamid, das strukturell ein Indolinderivat des Chlorsulfonamids ist,
unterscheidet sich jedoch in zwei Aspekten von den typischen
Arzneistoffen der Benzothiadiazidgruppe. Zum einen ist sein Indolinring
im Vergleich 5 bis 80mal stérker lipophil und zum anderen hat es nur eine
Sulfonamid-Gruppe und kein sogenanntes ,Thiazid-Ringsystem®. Inda-
pamid weist eine dosisabhangige Wirkung auf den proximalen Teil des
distalen Tubulus auf, die sich jedoch bei einer therapeutischen Normdosis
von 2,5mg (Natrilixo |.R. — immediate release) beziehungsweise 1,5 mg
(Natrilixo S.R. — sustained release) am Tag kaum auswirkt [12] — [15].

Im Unterschied zu den Ubrigen Thiazid-Diuretika, die eine Abnahme des
Plasmavolumens, der glomerularen Filtrationsrate und eine Anderung des
Plasmaflusses bewirken, zeigt sich Indapamid als eine Substanz mit
geringer EinfluBnahme auf diese Parameter [16], [17]. Indapamid zeigt
weder Einflu auf die Harnsdurespiegel, noch eine Beeinflussung der
Glucosetoleranz  [18],[19]. Im Gegensatz zu anderen Diuretika,
insbesondere der Thiazide, zeigt Indapamid keine unerwinschten
Wirkungen auf das Lipid-Lipoprotein-Profil [20].
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Es ist die ausgepragte Lipophilie des Arzneistoffes, die andere
spezifische Eigenschaften mit sich bringt, und welche Indapamid in der
therapeutischen Anwendung als Antihypertensivum von den anderen
klassischen Diuretika unterscheidet.

Der stark lipophile Charakter des Indolinringes fihrt zu einem
vereinfachten, erleichterten Eindringen des Arzneistoffes in die
GefalRwand, wo es zu einer Normalisierung der Gefal3empfindlichkeit bei
Patienten mit arterieller Hypertonie kommt. Die gesteigerte Empfind-
lichkeit der GefalRe auf vasopressorische Substanzen wie Angiotensin I
und Noradrenalin wird normalisiert und Indapamid erzielt eine Vaso-
relaxation [21]. Weitere Untersuchungen zeigen eine inhibitorische
Wirkung von Indapamid auf die Kontraktion der glatten Gefaldmuskulatur.
Indapamid bewirkt hierbei eine Regulierung des Calcium-Einstromes in
die Muskelzelle und fuhrt zu einer Blockade der Calcium-Freisetzung aus
dem Sarkoplasmatischen Reticulum [22], [23].

Es konnte ferner gezeigte werden, daf3 Indapamid in hoher Dosierung die
Synthese des vasodilatativ wirksamen Prostaglandin E, (PGE,) in der
Niere steigert [24]. Es scheint, da3 diese Wirkung des Indapamids zu
intrarenalen hdmodynamischen Veré&nderungen fuhrt und dadurch zur
antihypertensiven Wirkung beitragt.

Nicht zuletzt wegen dieses erweiterten pharmakodynamischen Wirkungs-
spektrums und seines geringen Nebenwirkungsprofils wird Indapamid in
niedriger Dosierung therapeutisch in erster Linie als Antihypertensivum
mit gefalRaktiver Wirkung eingesetzt und weniger als Diuretikum mit dem
Ziel einer gesteigerten Diurese.
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2.2 Diuretikaresistenz

Beim therapeutischen Einsatz der Diuretika zur Regulierung des
Flissigkeitshaushaltes im Korper (Homdostase), kann das Problem der
Diuretikaresistenz die natriuretische Wirkung des eingesetzten Diure-
tikums stark vermindern. Der therapeutische Erfolg der Behandlung mit
dieser Arzneistoffklasse wird hierdurch erheblich eingeschrankt.

Unter Diuretikaresistenz versteht man einen fortschreitenden Wir-
kungsverlust einer festen, definierten Dosis eines Diuretikums, der durch
Steigerung der Wirkstoffmenge nicht tberwunden werden kann [25].
Bleibt nun trotz unveranderter Einnahme des Medikaments die Wirkung
aus, so zeigt sich hier das klinische Bild der Diuretikaresistenz.

Dies é&auf3ert sich bei chronischer Gabe durch eine zunehmend
verminderte renale Ausscheidung von Elektrolyt- und Flissigkeits-
mengen.

Pharmakologisch fuhrt die Diuretikaresistenz zu einer Rechts-
verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve (Sensitivititsminderung) sowie
zu einer Herabsetzung der maximal erreichbaren Wirkung (,Wirkungs-
plateau”, intrinsische Aktivitat) wie in Abb. 2-3 dargestellt.

Abhangig vom zugrundeliegenden Krankheitsbild gibt es verschiedene
Ursachen die zu einer Diuretikaresistenz fiihren kénnen. Hierbei kdnnen
sowohl pharmakokinetische, als auch pharmakodynamische Faktoren
sowie deren Kombination eine Rolle spielen [26].

Betrachtet man die pharmakokinetischen Ursachen, so kann neben einer
ungenigenden Resorption, erhdhtem Verteilungsvolumen und Protein-
bindung [27], vor allem eine mangelnde, beziehungsweise nicht
ausreichende Sekretion des Diuretikums in das Tubuluslumen eine
entscheidende Rolle fur das Auftreten einer Diuretikaresistenz darstellen.
Die aktive Wirksubstanz erreicht dann nur verzoégert und in unzu-
reichendem Ausmal3 ihren Wirkort [25].
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Abb. 2-3: Schematische Darstellung der Dosis-Wirkungs-Be-
ziehung modifiziert nach Brater et al., 1987. Verhaltnis der
Wirkung (FEna) zur Dosis (log Epy) bei Diuretikaresistenz
(,Rechtsverschiebung® und ,Plateauabsenkung”) und unter
Kontrollbedingungen.

Im Unterschied dazu wird das Diuretikum bei der pharmakodynamischen
Diuretikaresistenz in ausreichender Menge an seinen Wirkort auf der
luminalen Seite des Tubulus sezerniert, kann aber dort seine diuretische
Wirkung nicht voll entfalten. Grund hierfir kann zum einen eine
unzureichende Menge an vorhandenem Filtrat sein, wie es bei einer
Exsikkose der Fall ist. Zum anderen kann ein zu geringes Vorliegen an
Natrium (Hyponatriamie) im Tubuluslumen die natriuretische Wirkung in
entprechendem Mal3e reduzieren [26].
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Zusatzlich kdénnen Adaptationsvorgdnge innerhalb der Niere, wie die
hormonelle Gegenregulation Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) [28] oder eine Hypertrophie im distalen Tubulus [29] mit
kompensatorisch vermehrter Reabsorption von Flussigkeit und Soluta, zu
einer scheinbaren Diuretikaresistenz fihren [30].

Je nach zugrundeliegender Ursache gibt es verschiedene therapeutische
Ansatze.

Eine priméar pharmakokinetisch bedingte Diuretikaresistenz findet sich
zum Beispiel bei chronischer Niereninsuffizienz. Hierbei kommt es zu
einem Untergang von Nephren in der Niere, wobei die Zahl funktions-
tichtiger Nephren reduziert wird und dadurch auch die tubulére Sekre-
tionskapazitat in entsprechendem Mal3e eingeschrankt wird. Die gesamt-
diuretische Leistung hangt somit von der Zahl der noch verbleibenden
funktionstichtigen Nephren ab [31], [32]. Um weiterhin eine ausreichende
und effiziente Diurese zu erhalten, mul3 die Dosis des Diuretikums
zunehmend gesteigert werden, damit auch bei vorliegender einge-
schrankter tubularer Sekretionskapazitat eine ausreichende Konzentration
an Arzneistoff an der luminalen Membran der Tubuluszellen vorliegt.

Im Gegensatz dazu findet man eine primar pharmakodynamische Diure-
tikaresistenz unter anderem bei der chronischen Herzinsuffizienz.

Aufgrund des stark verminderten Herzminutenvolumens kommt es zu
einer Mangelperfusion der Niere mit entsprechend erniedrigtem Glome-
rulumfiltrat. Die Niere retiniert bereits alles verfligbare Natrium im Bereich
des proximalen Tubulus, so dalR im nachfolgenden Teil der Henle’'schen
Schleife dem Wirkort der Schleifendiuretika nur ein unzureichendes
Natriumangebot zur Verfligung steht. Ein ausreichendes Natriumangebot
ist jedoch malRgebend flr den Wirkmechanismus der Schleifendiuretika
und eine effiziente natriuretische Wirkung. Zur Erzielung einer
verbesserten Wirksamkeit der Diuretika, mufd hier nun zunachst die
Nierendurchblutung verbessert werden. Des weiteren kann durch Gabe
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von Acetazolamid oder auch indirekt Uber ACE-Hemmer die Hemmung
der proximalen Natriumreabsorption herbeigefiihrt werden, so dal3 im
darauffolgenden aufsteigenden Teil der Henle’'schen Schleife die
Natriumkonzentration im Tubuluslumen wieder erhoht ist. In beiden Fallen
kann es, Uber einen weiten Bereich der Nierenfunktionseinschrankung,
zudem sinnvoll sein, ein niedrigdosiertes, distal angreifendes Thiazid-
Diuretikum mit einem Schleifendiuretikum zu kombinieren. Solch eine
verabreichte Diuretika-Kombination fuhrt zu einer ,sequentiellen Nephron-
blockade” und als Folge zu einer Erh6hung der gesamtnatriuretischen
Wirkung [33]. Jedoch fuihren Thiazid-Diuretika tber eine Aktivierung der
tubulo-glomerularen Rickkopplung haufig zu einer weiteren Abnahme der
glomerularen Filtrationsrate, welche dosisabhangig, auch in Kombination
mit Schleifendiuretika, die natriuretische Wirksamkeit einschranken kann.

2.3 Klinische Studien und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen, anhand zweier klinischer Studien mit
speziell ausgerichtetem Studiendesign auf die betreffenden Formen der
Diuretikaresistenz (pharmakokinetisch/pharmakodynamisch), neue thera-
peutische Ansatze zur Behandlung der Diuretikaresistenz erstellt und
gepruft werden.

2.3.1 Studie |

Die erste Studie befal3t sich mit der pharmakokinetischen Diuretika-
resistenz, deren Ursache eine verminderte Diuretikazufuhr an den Wirkort
ist und die somit eine unzureichende diuretische Wirkung zur Folge hat.
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Fur die Durchfihrung der klinischen Studie wurden Furosemid und
Bumetanid als die auf ihre pharmakologische Wirkung zu priifenden
Arzneistoffe aus der Gruppe der Schleifendiuretika eingesetzt.

Alle Schleifendiuretika teilen den gleichen Wirkmechanismus, indem sie
den Na'K'2CI-Kotransporter am dicken aufsteigendem Teil der
Henle’'schen Schleife blockieren. In ihrer maximal erreichbaren Wirkung
unterscheiden sich Schleifendiuretika nicht; dennoch muissen fiir eine
vergleichbare natriuretische Antwort unterschiedliche Substanzmengen
an Schleifendiuretikum in das Tubuluslumen sezerniert werden.

Aus bisherigen Studien wurde bekannt, dafl3 fir eine gleichwertige
diuretische Antwort die zu verabreichende Arzneistoffmenge von Bume-
tanid nur /4 der Dosis von Furosemid entspricht (s. Kap. 2.1.1) [4], [5].
Dieses unterschiedliche Substanz-Mengen-Verhaltnis kénnte bei einer
vorliegenden eingeschréankten tubularen Sekretionskapazitat eine ent-
scheidende Rolle fur den Transport des Schleifendiuretikums durch den
organischen Anionentransporter in das Tubuluslumen spielen.

In der vorliegenden klinischen Prifung soll nun die Bedeutung der
tubularen Sekretionskapazitat fur Wirkprofil und -dauer zweier unter-
schiedlicher Schleifendiuretika charakterisiert werden. Hierbei soll insbe-
sondere geklart werden, ob bei eingeschréankter tubularer Transport-
kapazitat eventuelle substanzspezifische Unterschiede beziehungsweise
Vorteile bestehen, zwischen Schleifendiuretika, die bereits mit einer
geringen Wirkstoffmenge eine hohe diuretische Wirkung erreichen
(Bumetanid) und solchen, die hierfir eine hohere Wirkstoffmenge
benétigen (Furosemid).

Um den Zusammenhang zwischen tubuldrer Transportrate (und somit
transportierter Menge an Wirksubstanz) und diuretischer Wirkung
unabhangig von Veranderungen anderer Einflul3groRen (glomerulare
Filtrationsrate, Eiweil3bindung, Verteilungsvolumen wu.a.) néher zu
beschreiben, soll bei gesunden Probanden der Einflu3 einer vortber-
gehenden, medikamentbsen Sekretionshemmung durch Probenecid auf
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Wirkprofil und Ausscheidung von Bumetanid und Furosemid untersucht
werden. Probenecid erweist sich hier als geeigneter Arzneistoff, da er wie
die Diuretika den selben organischen Anionentransporter an der
basolateralen Seite des Tubulus verwendet und somit als kompetitiver
Antagonist um diesen Transportweg in das Tubuluslumen konkurriert.

Will man eine Aussage uUber die am Wirkort vorliegenden Mengen-
verhaltnisse der Diuretika treffen, so ist es von entscheidender Bedeutung
die genauen Konzentrationen des betreffenden Arzneistoffes in Plasma
und Urin quantitativ zu ermitteln. Die quantitative Analyse zur Bestim-
mung der bei dieser Studie eingesetzten Schleifendiuretika, Furosemid
und Bumetanid, erfolgt mittels der Hochleistungs-Flussigchromatographie
(HPLC). Hierzu sollen aus der Literatur entnommene HPLC-Methoden als
Grundlage fur die Erarbeitung neuer modifizierter und optimierter
Analyseverfahren dienen.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen zu einem besseren Verstandnis fur
den Ausscheidungsmechanismus der genannten Arzneistoffe bei
normaler und eingeschrankter Nierenfunktion beitragen, potentielle
substanzspezifische Vorteile aufzeigen und somit die Entwicklung verbes-
serter Behandlungskonzepte bei der pharmakokinetischen Diuretika-
resistenz ermoglichen.

2.3.2 Studie Il

In einer zweiten Klinischen Studie soll auf das Problem der pharmako-
dynamischen Diuretikaresistenz naher eingegangen werden, wie es bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz haufig beobachtet wird [34].
Hier kdnnen die eingesetzten Diuretika trotz unveranderter Sekretion ihre
intrinsische Aktivitdt am Wirkort nicht entfalten. Dies ist, wie oben an-
gefuhrt, durch eine glomerulare Hypoperfusion und -filtration sowie eine
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verstarkt  proximal-tubulare Reabsorption von Natrium bedingt
(s. Kap. 2.2).

Ziel der vorliegenden Studie ist es zu prifen, ob durch die Gabe von
Indapamid als Vasodilatator (in einer priméar vasodilatativen Dosis:
1,5 mg/die) die renale Hamodynamik sowie die natriuretische Antwort auf
Furosemid gunstig beeinflul3t werden kann. Furosemid soll hierbei als
Standardtherapeutikum zur Herbeifiihrung der Diurese eingesetzt werden.
Es soll insbesondere untersucht werden, inwiefern Indapamid, zu einer
Verbesserung der renalen Hamodynamik und einem vermehrten Angebot
von Natrium in der Henle’schen Schleife fiihrt.

Zu diesem Zweck wurden bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
im Stadium NYHA II-1ll Nierenfunktion und natriuretische Wirkung eines
Furosemid-Bolus nach einer 10-tdgigen Vorbehandlung mit Indapamid
oder Placebo verglichen.

Fur die pharmakokinetische und pharmakodynamische Auswertung,
mussen die Konzentrationen der beiden verwendeten Arzneistoffe in der
biologischen Matrix quantitativ bestimmt werden. Die Bestimmung von
Furosemid aus Plasma- und Urinproben soll anhand einer auch fur die
Studie | benétigten HPLC-Analysemethode erfolgen (s. Kap. 2.3.1).

Die quantitative Analyse von Indapamid soll mit Hilfe eines nach
Literaturangaben ausgerichteten und modifizierten HPLC-Trennver-
fahrens durchgefiihrt werden.

Die Auswertung der Studie soll Aufklarung tber die pharmakologische
Wirkung bzw. mogliche additiv-synergistische Effekte zweier verabreichter
Medikamente bei der Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz
bringen. Ziel dieser Studie ist es durch hierbei gewonnene Erkenntnisse
neue therapeutische Ansatze bei der Behandlung der pharmako-
dynamischen Diuretikaresistenz zu konzipieren.
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3 Methodik
A Klinisch
3.1 Studie |

Die erste klinische Studie wurde als prospektiver, intraindividueller,
randomisierter Vergleich nach einem zweifach Cross-over-Protokoll
konzipiert. Es wurden 12 gesunde Probanden beiderlei Geschlechts
eingeschlossen, die folgenden Ein- und Ausschlul3kriterien entsprechen
mufdten. Das Alter sollte zwischen 18 und 45 Jahren liegen, und die
Probanden sollten eine normale Nierenfunktion mit einem Serum-
kreatinin < 1,3 mg/dl vorweisen. Dazu sollte am Untersuchungstag ein
ausgeglichener Flussigkeits- und Elektrolythaushalt vorliegen, definiert
als: ein Urinvolumen von jeweils mindestens 1000 ml/24h in zwei voraus-
gegangenen 24-h-Sammelurinen, einer Natriumausscheidung zwischen
100 — 220 mval/24h und einer Kaliumausscheidung zwischen 30—
70 mval/24h.

Als Ausschluf3kriterien galten klinische relevante renale oder extrarenale
Erkrankungen, Kontraindikationen oder Uberempfindlichkeit gegen die
Prifmedikamente, Schwangerschaft und Stillzeit, Drogen-, Medika-
menten- oder Alkoholabusus, mangelnde Compliance sowie die Teil-
nahme an einer anderen Studie innerhalb der letzten drei Monate.

Alle Probanden wurden ausfiihrlich Gber Abaluf und Ziele der Studie
sowie mdgliche Nebenwirkungen informiert und gaben ihr schriftliches
Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie. Das Studienprotokoll
wurde von der Ethikkommission der Universitat Tubingen gebilligt.
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3.1.1 Studiendesign/-ablauf

Die Probanden wurden an zwei Untersuchungstagen im Abstand von
mindestens acht Tagen in die Medizinische Klinik Tubingen einbestellt.
Nach einer flussigkeitsbilanzierten Run-in-Phase von vier Tagen Dauer
erfolgte am flnften Tag die Randomisierung zu einer der beiden
Behandlungssequenzen (Abb. 3-1) und die erste Clearanceuntersuchung.

()] [} [¢))
= e e
o © ©
o g g
@ O O

Furosemid Bumetanid
Run-in 1 / \Wash out Run-in 2/ >
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\ / \

Bumetanid Furosemid

Tag O 4 5 9 13 14

Abb. 3-1: Schematische Darstellung des Studienablaufs — Studie |

Nach einer mindestens viertdgigen Wash-out-Phase folgten erneut vier
Tage einer flussigkeitsbilanzierten Run-in-Phase sowie an Tag 14 die
zweite Clearanceuntersuchung.
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3.1.2 Studienmedikation

Es wurden folgende Medikamente eingesetzt:

Lasix® 20 mg Ampullen (Furosemid)
Burinex? 1 mg Ampullen (Bumetanid)

sowie als Diagnostikum:

Probenecid-Weimer® 1 g Tabletten (Probenecid)

3.1.2.1 Furosemid

Furosemid gehort zu den stark wirksamen High-ceiling-Schleifendiuretika
(s. Kap. 2.1.1.2). Chemisch stellt Furosemid eine Benzosulfonamido-
carbonsaure mit einer Furylmethylamino-Gruppe in Position 2 und einem
Chlorid-Substituenten in Position 4 dar (Abb. 3-2).

Abb. 3-2: Furosemid

Seine diuretische Wirkung erzielt Furosemid durch die Hemmung der
Natriumreabsorption im distalen Teil der Henle’schen Schleife. Aufgrund



24 3 Methodik

des vermehrten Natriumangebotes erfolgt im spatdistalen Tubulus ein
verstarkter Natrium-Kalium-Austausch, wodurch es zu erhdhten Kalium-
verlusten kommt.

Bei einer intraventsen Gabe setzt die diuretische Wirkung innerhalb
weniger Minuten ein und héalt etwa 2 Stunden an; bei oraler Gabe wird
das Wirkungsmaximum nach 20 — 30 Minuten erreicht und die Wirkung ist
nach 4 — 6 Stunden abgeschlossen [8]. Die Halbwertszeit nach i.v.-
Applikation betragt etwa 50 — 70 Minuten.

Fur Furosemid wurde eine hohe Plasmaeiweil3bindung von bis zu 96%
gefunden. Es wird rasch aus dem Gastrointestinal-Trakt resorbiert und
weist eine Bioverfugbarkeit von 50 — 65% auf. Eine Nahrungsaufnahme
verzogert die Resorption [35].

Furosemid wird vorwiegend renal ausgeschieden und nur etwa 20 — 30%
werden biotransformiert, wobei keine leberabhangige Oxidation, sondern
lediglich eine Glukuronidierung als Phase-lI-Reaktion stattfindet [36]. 50 —
60% einer i.v. applizierten Dosis werden unverandert renal eliminiert; nur
etwa 10% der Arzneistoffgabe werden biliar sezerniert.

3.1.2.2 Bumetanid

Bumetanid stellt einen weiteren Vertreter der Gruppe der
Schleifendiuretika dar (s. Kap. 2.1.1.3). Bumetanid ist ein 4fach
substituiertes Derivat der Sulfamoyl-Benzoesaure und &hnelt in seiner
chemischen Struktur den anderen Diuretika dieses Typs (Abb. 3-3).
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Abb. 3-3: Bumetanid

Nach proximaler Sekretion in den Tubulus und Angriffsort am
Kotransporter-System im aufsteigenden Teil der Henle’'schen Schleife hat
Bumetanid eine gesteigerte Natriumausscheidung zur Folge. Es kann
hierbei (s.0. Furosemid) zu einem Kaliummangel bedingt durch kompen-
satorische Ausscheidung von Kalium im distalen Tubulus kommen.
Bumetanid laf3t innerhalb von 30 Minuten nach oraler Gabe den Beginn
der Diurese erkennen, welche ihr Maximum nach 60 bis 180 Minuten
erreicht und eine Gesamtdauer von 4 —6 Stunden aufweist. Nach
intravenoser Gabe kommt es innerhalb von 10 Minuten zu einer
diuretischen Wirkung mit einem Ho6hepunkt nach 15 - 45 Minuten. Die
Halbwertszeit von Bumetanid liegt je nach verabreichter Dosis zwischen
50 — 120 Minuten [37].

Die Bumetanidreabsorption nach oraler Einnahme erfolgt rasch und fast
vollstandig mit einer Bioverfluigbarkeit von 80 — 95%, des weiteren weist
Bumetanid eine Plasmaeiweil3bindung von 93 — 95% auf [38] — [40].

Die Biotransformation von Bumetanid erfolgt vor allem in der Seitenkette.
Samtliche Metabolite sind unwirksam. Beim Menschen werden rund 40%
der verabfolgten Substanz metabolisch inaktiviert [41].

Fur die renale Ausscheidung wurde ein Wert von bis zu 80% (48h) der
verabreichten Dosis gefunden, wovon die Halfte unverdndertes Bume-
tanid darstellt. Weitere 10 — 20% unterliegen der bilidren Ausscheidung
[42].
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3.1.2.3 Probenecid

Probenecid wird therapeutisch bei der Intervallboehandlung der Gicht
eingesetzt. Es zéhlt zu der Arzneistoffgruppe der Urikosurika und gilt als
Hemmestoff flr die tubulare Reabsorption der Harnsaure.

Die chemische Struktur von Probenecid weist ein N,N-disubstituiertes
Sulfonamid mit einer freien Carboxy-Gruppe in p-Stellung auf. Der
Stickstoff ist hierbei mit zwei Propyl-Resten substituiert (Abb. 3-4).

HOOC O S0, -N(C;H.),

Abb. 3-4: Probenecid

Probenecid wird bei oraler Einnahme relativ rasch aus dem
Gastrointestinal-Trakt resorbiert und erreicht seine maximalen Plasma-
spiegel nach 2 — 3 Stunden. Im Plasma liegt Probenecid zu 83 — 94% an
Proteine gebunden vor. Halbwertszeit und Wirkdauer betragen etwa 4 —
12 Stunden. 80% der Dosis werden renal ausgeschieden — davon aber
nur 5 — 11% in nichtmetabolisierter Form [43], [44].

Probenecid wird glomerular filtriert und im proximalen Tubulus Uber einen
organischen Anionentransporter (OAT) aktiv sezerniert. Dies ist
unabdingbar fur das Vorliegen des Pharmakons in ausreichender Menge
im Tubuluslumen und somit fur die therapeutische Wirkung als
Urikosurikum.

Durch diese Pharmakokinetik ergeben sich jedoch auch Interaktionen mit
anderen Arzneistoffen. Durch Hemmung der tubularen Sekretion ver-
z6gert Probenecid die Ausscheidung einer Reihe anderer Pharmaka, ins-
besondere derjenigen, die als organische Sauren ebenfalls den gleichen
Anionentransporter zur Sezernierung in den Tubulus verwenden [45].
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Probenecid wirkt hier als ,kompetitiver Antagonist* am organischen
Anionentransporter und bewirkt somit eine konzentrationsabhangige
Hemmung der renalen Ausscheidung sowohl endogener als auch exo-
gener Substanzen.

Diese pharmakokinetische Besonderheit flhrt Uberdies zu einer weiteren
Indikation, n&mlich der Gabe von Probenecid in Kombination mit
speziellen b-Lactamantibiotika zur Verzdgerung ihrer renalen Ausschei-
dung.

Im Hinblick auf die Hemmung der renalen Sekretion anderer Arznei-
substanzen wurde Probenecid bei der Studiel als Diagnostikum
eingesetzt. Probenecid induzierte hierbei eine klnstlich und reversibel
herbeigefiihrte, fortschreitende Sekretionsinsuffizienz in der Niere.

3.1.3 Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen

Im Rahmen einer Eingangsuntersuchung wurden zunachst die Ein- und
AusschluRkriterien Uberprift. Das Vorhandensein einer ausgeglichenen
Fliussigkeits- und Elektrolytbilanz wurde an den letzten zwei Tagen der
Run-in-Phase durch Messung der ausgeschiedenen Menge an Elektro-
lyten in je einem 24-h-Sammelurin verifiziert.

Bei Erfullung aller Einschlul3kriterien, wurde dem Probanden randomisiert
eine Behandlungssequenz zugeordnet und mit der ersten Clearance-
untersuchung begonnen. Die Behandlungssequenzen Bumetanid ® Fu-
rosemid bzw. Furosemid ® Bumetanid wurden durch Losentscheid
ermittelt und von jeweils der gleichen Anzahl Probanden durchlaufen.

An den zwei Untersuchungstagen wurde am nuchternen Probanden je
eine Clearanceuntersuchung zur Bestimmung der Nierenfunktion durch-
gefuhrt. Uber einen vendsen Zugang (Verweilkanile) wurde eine
Markersubstanz (Inulin) zur Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate
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infundiert. Hierzu wurde dessen Konzentrationsverhaltnis in regelmafigen
Abstanden (30 min) in Blut- und Urinproben bestimmt.

Uber diesen Zugang wurde zudem uber einen Perfusor ein Bolus sowie
eine Erhaltungsinfusion der beiden Studienmedikamente gegeben.
Hierbei waren folgende Dosen vorgesehen: Bumetanid: 3,0 ug/kg KG
Bolus und 2,6 pug/kg/h, Furosemid 115 pg/kg KG Bolus und 86 ug/kg/h.
Diese Dosen hatten sich bereits in unterschiedlichen klinischen Prifungen
als aquipotent und gut tolerabel erwiesen.

Kontinuierliche Infusion Diuretikum
Kontinuierliche Infusion Inulin

Probenecid

Steady State Clearance-

Aquilibration Basislinie perioden
[ 6090 , 4 ooy
| | | |
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Zeit [min]

BUM/FURO

Blut/ Urin: 30", 607, 90", 120", 135", 150, 165", 180", 210", 240, 270", 300", 330", 360"

In den angegebenen Sammelperioden wird Blut entnommen und Urin gesammelt
Flassigkeitszufuhr entsprechend der in der Vorperiode ausgeschiedenen Urinmenge

Abb. 3-5: Zeitlicher Ablauf der Clearanceuntersuchungen — Studie |

Nach einer Agquilibrierungsphase von 60— 90 Minuten folgten vier
Sammelperioden von je 30 Minuten Dauer, in denen Ausscheidung und
diuretische Wirkung der Studienmedikamente unter Ausgangsbedin-
gungen untersucht wurden. Im Anschlul3 an die vierte Sammelperiode
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erhielten alle Probanden Probenecid (2g p.o.), danach folgten acht
weitere Sammelperioden gleicher Dauer (Abb. 3-5).

Am Ende einer jeden Sammelperiode wurde eine Urinprobe durch
spontanes Wasserlassen gewonnen; zur Mitte der Sammelperioden
wurde eine Blutprobe aus einer Verweilkanile entnommen. Wéahrend der
Clearanceuntersuchung erfolgte konstant eine intravendse Volumen-
substitution mit physiologischer Kochsalzlésung. Zuséatzlich erhielten die
Probanden Mineralwasser zu trinken, so dal3 jeweils die in der Vorperiode
ausgeschiedene Flissigkeitsmenge (mindestens jedoch 250 ml)
zugefuhrt wurde und am Ende der Untersuchung eine ausgeglichene
Flissigkeitsbilanz vorlag.

3.1.3.1 Probenhandling

Die authentischen Proben wurden am Untersuchungstag nach einem
zuvor festgelegten Abnahmeplan gewonnen (Abb. 3-5). Alle Proben
wurden unmittelbar nach Abnahme aufgearbeitet.

Die Blutproben wurden in EDTA-ROhrchen gesammelt. Nach Zentri-
fugation der Blutproben wurde das Plasma abgehoben und in Aliquots bei
-20°C eingefroren. Bei den Urinproben wurde zunachst das Urinvolumen
der Sammelperiode abgelesen und sodann, ebenfalls in Aliquots bei
-20°C eingefroren und gelagert. Fur alle Proben in denen Furosemid
enthalten war wurde auf sorgsame Lichtprotektion von der Proben-
gewinnung bis zur spateren Analyse geachtet.

Alle Proben wurden am Tag der Analyse bei Raumtemperatur aufgetaut
und anhand eines fir die Methode optimierten Probenaufarbeitungsplans
aufgearbeitet (s. Kap. 3.6).
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3.1.4 Untersuchungsparameter

Folgende Parameter wurden untersucht:

Messung im 24-h-Sammelurin (Run-in-Phasen):

Es wurde die Konzentrationen von Natrium, Kalium und Kreatinin in zwei
aufeinanderfolgenden 24-h-Sammelurinen gemessen.

Messungen im Rahmen der Eingangsuntersuchung und einmalig vor

jeder Clearanceuntersuchung (Plasma):

Die Sicherheitslaborparameter wie Blutbild, Quick-Wert, PTT, GPT, gGT,
Gesamteiweil3, Serumkreatinin, Harnsaure, Harnstoff, Natrium und
Kalium wurden gepriift, sowie die Plasmareninaktivitat und Plasmaspiegel
von Aldosteron und ANP gemessen.

Messungen einmalig bei Abschlul} jeder Clearanceuntersuchung
(Plasma):

Nach Beendigung der Untersuchungen wurden bei den Probanden
Harns&ure-, Natrium- und Kaliumwerte kontrolliert.

Messungen in den Clearanceproben (Plasma und Urin):

Aus den an den Untersuchungstagen erhaltenen Clearanceproben
wurden die Konzentrationen von Furosemid oder Bumetanid, sowie von
Natrium, Kalium und Inulin ermittelt; zudem wurde die Osmolaritat sowie
der pH-Wert des Urins bestimmit.
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3.2 Studie ll

INDIURE-Studie
(INDAPAMIDE IN DIURETIC RESISTANCE)

Die zweite klinische Studie wurde als ein prospektiver, randomisierter,
doppelt blinder, placebokontrollierter, intraindividueller, Cross-over-Ver-
gleich konzipiert.

Eingeschlossen wurden 12 Patienten im Alter zwischen 18 und 65 Jahren
mit dilatativer Kardiomyopathie und einer chronischen Herzinsuffizienz im
Stadium NYHA lI-lll, (Ejektionsfraktion nach Teichholz von 30 £ 5%). Alle
Patienten erhielten eine Standard-Basistherapie, bestehend aus einem
ACE-Hemmer oder Angiotensin AT;-Rezeptorantagonisten, einem Diure-
tikum sowie fakultativ einem b-Blocker und/oder Herzglykosiden.

Als AusschlulRkriterien galten eine hoher- oder geringgradigere Ein-
schrankung der linksventrikuléaren Funktion (25% < LVF < 35%), hamo-
dynamisch relevante Klappenvitien, manifeste koronare Herzerkrankung,
instabile Angina pectoris, hypotensive Kreislaufdysregulation mit einem
Mitteldruck unter 75 mmHg sowie ein Myokardinfarkt innerhalb der letzten
6 Monate vor Einschlu®3 in die Studie. Als weitere Ausschlul3kriterien
wurden definiert: Eine Einschrankung der Nierenfunktion mit einem
Serumkreatinin > 2 mg/dl, Leber- oder Stoffwechselerkrankungen,
Elektrolytstorungen, Hyperurikdmie, Kontraindikationen oder bekannte
Uberempfindlichkeit gegeniiber den Prufmedikamenten, Alkoholabusus
sowie Schwangerschaft und Laktationsperiode.

Alle Patienten wurden ausfuhrlich Gber Abaluf und Ziele der Studie sowie
madgliche Nebenwirkungen informiert und gaben ihr schriftliches Einver-
standnis zur Teilnahme an dieser Studie. Das Studienprotokoll wurde von
der Ethikkommission der Universitat Tubingen gebilligt.
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3.2.1 Studiendesign/-ablauf

Nach einer ausflhrlichen Eingangsuntersuchung wurden die Patienten
randomisiert nach einem Cross-over-Protokoll einer der beiden
Behandlungssequenzen zugeordnet. Hierbei erhielten die Patienten im
Rahmen einer Vorbehandlung jeweils Uber zehn Tage sowie am
Studientag selbst Indapamid oder Placebo, zusatzlich zur fortgefiihrten
Basistherapie. Die beiden Studienperioden (10-tdgige Vorbehandlung
Indapamid bzw. Placebo und Tag der Untersuchung) waren von einer
einwdchigen Auswaschphase unterbrochen. Alle Tabletten der
Studienmedikation wurden zuvor in gleichaussehenden Gelatinekapseln
verblindet. Der Studienablauf ist in Abb. 3-6 dargestellt. Am Ende der
jeweiligen Behandlungsphasen wurden die renale Hamodynamik sowie
die natriuretische Antwort auf Furosemid in einer Clearanceuntersuchung
ermittelt.

Clearance
Clearance

Indapamid Placebo

\. Wash-out /
/ \

Placebo Indapamid

o /l\ Screening
N
N~

—
QD
«Q

Abb. 3-6: Schematische Darstellung des Studienablaufs — Studie Il
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3.2.2 Studienmedikation

Es wurden folgende Medikamente eingesetzt:

Lasix® 20 mg Ampullen (Furosemid)
Natrilix® S.R. 1,5 mg Tabletten (Indapamid)
Placebo Tabletten (Lactulose)

3.2.2.1 Furosemid

Siehe Studie |, Kapitel 3.1.2.1.

3.2.2.2 Indapamid

Indapamid aus der Gruppe der Thiazide stellt ein Benzosulfonamido-
carbonsaureamid dar. Im Gegensatz zu den Kklassischen Thiaziden
(Hydrochlorothiazid), die als Disulfonamide zwei m-standige Sulfamoyl-
Gruppen aufweisen, zeigt Indapamid nur eine Sulfamoyl-Gruppe. Die
zweite ist durch eine substituierte Carbonyl-Gruppe ersetzt (Abb. 3-7).

Abb. 3-7: Indapamid
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Nach oraler Applikation wird Indapamid rasch und vollstandig aus dem
Magen-Darm-Trakt resorbiert, wobei die Bioverfligbarkeit 93% betragt.
Neben einer Plasmaeiweil3bindung von 79% weist Indapamid aufgrund
einer ausgepragten Kopplung an die erythrozytare Carboanhydrase eine
hohe Bindung (90%) an Erythrozyten auf [46].

Die maximale Konzentration von Indapamid ist nach oraler Gabe von
2,5mg .LR. [47], [48] nach etwa 1-2 Stunden und nach Gabe von
1,5mg S.R. [49] nach 10 - 12 Stunden erreicht. Die Eliminationshalb-
wertszeit liegt zwischen 14 und 24 Stunden mit einem Mittel bei 17 Stun-
den. Bereits nach vier beziehungsweise finf Tagesdosen (2,5 mg |.R. [48]
und 1,5 mg S.R. [50]) ist eine Steady-State-Konzentration zu verzeichnen.
Die biliare Ausscheidung liegt bei 23%, wohingegen die renale Elimination
etwa 70% betragt. Bis zu 7% des Arzneistoffes werden unverandert renal
eliminiert [46]. Indapamid wird in groRem Ausmald metabolisiert, so
konnten im Urin 19 unterschiedliche Metabolite festgestellt werden.

Da der Anteil des nichtmetabolisierten Arzneistoffes im Urin ausge-
sprochen gering ist, gilt die renale Wirkung von Indapamid durch die
etwas vermehrte Natrium- und Chloridausscheidung vielmehr als
unterstitzende Mafl3nahme fir die Diurese.

3.2.3 Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen

An den beiden Untersuchungstagen wurden die Patienten in die
Medizinische Klinik einbestellt. Das Vorhandensein einer ausgeglichenen
Flissigkeits- und Elektrolytbilanz wurde anhand von Urinvolumen und
Elektrolytausscheidung in 24-h-Sammelurinen der beiden voraus-
gegangenen Tage verifiziert. Alle Medikamente, bis auf das Diuretikum
und Acetylsalicylsaure (ASS), wurden am Morgen des Unter-
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suchungstages eingenommen (s. Kap. 3.10). Die Untersuchung erfolgte
am nichternen Patienten.

Alle Patienten erhielten zwei vendse Zugange (Verweilkantlen) zur
Infusion der beiden Markersubstanzen sowie kontralateral zur Blut-
entnahme. Nach einem Bolus zur Aufsattigung wurden Inulin und PAH
kontinuierlich infundiert. Zur Ermittlung von GFR und renalem Plasmaflul3
wurde deren Konzentrationsverhéaltnis in Blut und Urin in regelmafiigen
Abstanden bestimmit.

Nach einer Aquilibrierungsphase von 60 Minuten folgten zwei Clearance-
perioden von je 30 Minuten Dauer, in denen die renale Hadmodynamik
unter Ausgangsbedingungen untersucht wurden. Im Anschlul3 erhielten
alle Patienten 20 mg Furosemid i.v. als Bolus-Injektion tiber 20 Sekunden.
Danach wurden weitere acht Clearanceperioden durchgeftihrt; zuséatzlich
wurden zu festgelegten Zeitpunkten die Konzentrationen von Furosemid
in Plasma und Urin bestimmt. Der zeitliche Ablauf ist in (Abb. 3-8)
dargestellt.

Wahrend der Clearanceuntersuchung wurde pro Zeiteinheit das in der
Vorperiode ausgeschiedenen Flissigkeitsvolumen oral substituiert, so
dalR bis zum Ende der Untersuchung eine ausgeglichene Fliussigkeits-
bilanz vorlag.

Am Tag der Clearanceuntersuchung wurde zudem ein EKG sowie eine
Echokardiographie zur Bestimmung der linksventrikuldren Funktion
(Ejektionsfraktion nach Teichholz, Verkirzungsfraktion) durchgefihrt.
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Kontinuierliche Infusion Inulin/ PAH

Indapamid/
Placebo Furosemid

Clearance-
perioden

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Zeit [min]

Aquilibration Basislinie

| 60
|

FURO Blut: 65, 70", 757, 907, 105", 120, 150", 180", 210", 240"
FURO Urin: 757, 90", 1057, 1207, 150", 180", 2107, 240

INDA Blut: 07,607, 90", 120", 180", 240

In den angegebenen Sammelperioden wird Blut entnommen und Urin gesammelt
Flussigkeitszufuhr entsprechend der in der Vorperiode ausgeschiedenen Urinmenge

Abb. 3-8: Zeitlicher Ablauf der Clearanceuntersuchungen — Studie Il

3.2.3.1 Probenhandling

Die Probenabnahme erfolgte am Tag der Clearanceuntersuchung anhand
des oben beschriebenen zeitlichen Ablaufplans (Abb. 3-8).

Die authentischen Proben flr Furosemid wurden dem selben Schema der
Probenkonservierung wie in Studie | unterzogen (s. Kap. 3.1.3.1). Eine
durchgehende Lichtprotektion der Furosemid enthaltenden Proben wurde
gewaébhrleistet.

Die guantitative Analyse zur Prufung des ,trough-levels® (Talspiegel vor
erneuter Arzneistoffaufnahme) und der Pharmakokinetik von Indapamid in
Vollblut wurde stets am Untersuchungstag durchgefiihrt, um ein Einfrieren
der Blutproben zu umgehen. Durch dieses Vorgehen wurde am Tag der



3 Methodik 37

Untersuchung gleichzeitig eine ,on-line“-Kontrolle in Hinblick auf das
Erreichen des therapeutischen Wirkspiegels geschaffen. Die Blutproben
zur Indapamid-Bestimmung wurden in Serum-Réhrchen abgenommen
und vor der Probenaufarbeitung auf einem Rotationsrad homogen
durchmischt.

3.2.4 Untersuchungsparameter

Folgende Parameter wurden untersucht:

Messung im 24-h-Sammelurin:

Es wurde die Konzentrationen von Natrium, Kalium und Kreatinin in zwei
aufeinanderfolgenden 24-h-Sammelurinen gemessen.

Messungen im Rahmen der Eingangsuntersuchung und einmaliqg vor

jeder Clearanceuntersuchung (Plasma):

Die Sicherheitslaborparameter wie Blutbild, Quick-Wert, PTT, GPT, gGT,
Gesamteiweil3, Serumkreatinin, Harnsaure, Harnstoff, Natrium und
Kalium wurden geprtft, sowie die Plasmareninaktivitdt und Aldosteron-
konzentration im Plasma.

Messungen einmalig bei Abschlul} jeder Clearanceuntersuchung
(Plasma):

Nach Beendigung der Untersuchungen wurden bei den Patienten die
Natrium- und Kaliumwerte kontrolliert.
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Messungen in den Clearanceproben (Plasma und Urin):

Aus den an den Untersuchungstagen erhaltenen Clearanceproben
wurden die Konzentrationen von Furosemid oder Indapamid, sowie von
Natrium, Kalium, Inulin und PAH ermittelt; zudem wurden Osmolaritat
sowie pH-Wert des Urins bestimmt.

Bestimmungq der linksventrikularen Funktion:

An den Untersuchungstagen wurde bei jedem Patienten eine echokardio-
graphische Beurteilung der linksventrikularen Funktion (LV-Funktion)
anhand der Bestimmung von Ejektions- und Verkurzungsfraktion durch-
gefuhrt.



3 Methodik 39

B Analytisch

3.3 Grundlagen der chromatographischen
Trennung und Detektion

3.3.1 Allgemeines

Der Begriff "Chromatographie” ist die allgemeine Bezeichnung fir eine
Vielzahl von physikalisch-chemischen Trennverfahren, die auf der
Verteilung eines Stoffes zwischen einer mobilen und einer stationéren
Phase beruhen. Die Einteilung der unterschiedlichen Chromatographie-
Arten richtet sich dabei nach dem jeweiligen Aggregatzustand dieser
beiden Phasen.

Vor 1970 waren nur wenige chromatographische Methoden kommer-
zialisiert. In den 70er Jahren wurden die meisten chemischen Trennungen
mit Verfahren wie Saulen-Chromatographie, Duinnschicht-Chromato-
graphie oder Papier-Chromatographie durchgefihrt. Diese Methoden
waren aber nicht zur Quantifizierung bzw. zur Bestimmung ahnlicher
Substanzen geeignet.

Erst Mitte der 70er Jahre wurde aus der klassischen Saulen-Chromato-
graphie die Hochleistungs-Flissigchromatographie HPLC (High-Perfor-
mance Liquid Chromatography) entwickelt, wobei das Laufmittel mit
Druck auf die chromatographische Saule aufgebracht wird.

Die HPLC ist eine Methode zur Analyse l6slicher fester und flussiger
Substanzgemische. Sie dient zur:

Trennung von Substanzgemischen

Qualitativen Analyse, d.h. Identifizierung von Einzelkomponenten
Quantitativen Analyse, d.h. Konzentrationsbestimmung der Ein-
zelkomponenten
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Um die aus der Trennsaule eluierten Substanzen zu erkennen und zu
bestimmen, mul3 der Saule ein Detektions-System nachgeschaltet sein.
Die eluierte Substanz wird dann durch mel3bare Signale angezeigt.

3.3.2 Saulen

Fur die HPLC werden S&ulen aus Stahl verwendet, die eine unter-
schiedliche Saulenfullung aufweisen konnen. Wichtige Parameter, die hier
eine Rolle spielen, sind Korngro3e, KorngroéRRenverteilung, Partikel-
material und Beschaffenheit der Oberflache. Bedeutend zur Ermittlung
der Trennstufenzahl und somit zur Erstellung einer Aussage Uber die
Gute der Trennleistung ist der Teilchendurchmesser. Es qilt, je niedriger
der Teilchendurchmesser, desto hoher die Trennstufenzahl und desto
besser die Trennleistung.

Als Trennmaterialien erweisen sich Stoffe mit grof3er Oberflache und
Stabilitat bei hoher Druckeinwirkung als besonders geeignet.

Die Trennung kann an polaren, unbehandelten Normalphasen oder an
unpolaren, chemisch modifizierten Umkehrphasen (Reversed Phase)
durchgefuhrt werden.

Bei Saulen mit einer polaren Oberflache (Normalphasen) erfolgt die
Trennung hauptsachlich aufgrund von Polaritatsunterschieden.

An Umkehrphasen, bei denen die urspriinglich polare Oberflache des
Tragers durch Umsetzen mit Alkylreagenzien hydrophobiert wurde, erfolgt
die Trennung hauptsachlich aufgrund von Ld&slichkeitsunterschieden in
Wasser. Als Elutionsmittel wird hierbei meist Wasser im Gemisch mit
Methanol oder Acetonitril verwendet, wobei es zu einer Umkehr der
eluotropen Reihe kommt. Die Reversed-Phase-Chromatographie erweist
sich als geeignete Methode zur Trennung von polaren Substanzen und
wurde fur die chromatographische Bestimmung der in den klinischen
Studien verwendeten Diuretika eingesetzt [51].
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3.3.3 Vorsaulen

Bei der chromatographischen Trennung von Substanzen aus
biologischem Material erweist sich eine Verwendung von Vorsaulen als
vorteilhaft. Ein Einsatz von kurzen Vorsaulen zwischen Probenaufgabe
und Trennsaule dient dem Schutz und der Lebensdauer der Hauptsaule.
Diese Schutzsaulen sind mit identischen oder chemisch &hnlichen
stationaren Phasen wie die Hauptsaule gefullt und halten Ver-
unreinigungen der Probenlésung und retardierte Stoffe zurlck. Eine
Schutzsaule beeintrachtigt die Trennleistung beim chromatographischen
Verfahren nicht und wird, um eine maximale Lebensdauer der Trennséaule
zu erreichen, in regelmanigen Abstanden ersetzt.

3.4 Quantitative Analytik — Methodenvorlage/
-auswahl

Fur die Quantifizierung der Substanzen Bumetanid, Furosemid und
Indapamid soll eine empfindliche und selektive Nachweis- und Bestim-
mungsmethode erbracht werden. Die Proben werden aus humanen
Korperflissigkeiten wie Vollblut, Plasma und Urin gewonnen.

3.4.1 Furosemid

Zur Konzentrationsbestimmung von Furosemid in biologischen
Flissigkeiten (hier: Plasma und Urin) sind eine Vielzahl von verschie-
denen Arbeitsvorschriften mittels HPLC bekannt. Nicht alle eignen sich fur
eine einfache und schnelle Probenbestimmung, da oft eine zu aufwendige



42 3 Methodik

Probenaufarbeitung im Vorfeld oder mangelnde Selektivitat vorliegen. Zur
Bestimmung von Furosemid aus den authentischen Plasmaproben wurde
daher eine neu erarbeitete Analysemethode, auf Basis der Arbeiten von
Rapaka et al. [52] und Sidhu et al. [53], erstellt. Arbeitsschritte aus den
publizierten Methoden wurden kombiniert und entscheidend verandert.
Eine Optimierung erfolgte insbesondere in Hinblick auf verwendete Saule,
anteilsmallige Zusammensetzung der mobilen Phase, FluRrate,
Anregungs- und Emissionswellenlange der FL-Detektion sowie Wahl des
internen Standards.

Bestimmungen der Furosemidkonzentrationen aus authentischen
Urinproben erfolgten anhand eines HPLC-Analyseverfahrens, das nach
den kombinierten Vorschriften von Russel et al. [54] und Carr et al. [55]
erstellt sowie weiterentwickelt und verbessert wurde.

Bei der Methode nach Russel et al. wird eine sehr aufwendige und
zeitraubende Festphasenextraktion zur Probenaufarbeitung beschrieben.
Uber eine Flussig-Flissig-Extraktion (s. Kap. 3.6.2) gelang es jedoch
Furosemid schneller, einfacher und nahezu vollstandig aus dem
vorliegenden Urinvolumen zu extrahieren.

Auf den Einsatz der beschriebene Saulenofentemperatur von 40°C
konnte ebenfalls verzichtet werden, und der Methanolanteil der mobilen
Phase wurde zu Gunsten besserer Peakqualitat und kirzerer Reten-
tionszeiten erhont.

Probenaufarbeitung und Lagerung samtlicher Proben, die Furosemid
enthalten, erforderten sorgféltige Protektion vor Lichteinfall. Wird Furo-
semid Licht ausgesetzt, so tritt schnell Hydrolyse ein und es werden
Zerfallsprodukte gebildet, die die genaue Bestimmung von Furosemid
erschweren [56].
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3.4.2 Bumetanid

Zur Bestimmung von Bumetanid in humaner, biologischer Flissigkeit liegt
eine deutlich geringere Anzahl an publizierten analytischen Trenn-
verfahren vor. Aufgrund der niedrigen, im unteren Nanogrammbereich
angesiedelten Bumetanidkonzentrationen im Plasma und Urin, eignen
sich nur wenige der bekannten HPLC-Methoden [57]-[60] zur
Quantifizierung des Diuretikums innerhalb des verwendeten Studien-
protokolls. Die Methoden nach Wells et al. [57] und Gradeen et al. [58]
beinhalten jedoch aufwendige und zeitraubende Extraktions- beziehungs-
weise Derivatisierungsschritte. Die schlie3lich erarbeitete Analyse-
methode wurde daher in Anlehnung an die Arbeit von Smith [60] erstellt,
da sie sich als besonders schnelle, selektive, spezifische, sensitive und
zuverlassige Methode zur Konzentrationsbestimmung von Bumetanid
auszeichnet. Es wurden dennoch mehrere chromatographische Para-
meter verandert, um das Verfahren auf das bestehende HPLC-System
anzupassen und zu optimieren. Weitergehende und veranderte Schritte in
der Probenaufarbeitung, Abwandlungen in der Zusammensetzung der
mobilen Phase, Wahl einer anderen Saule, Anderungen der FluRrate und
Verwendung eines anderen internen Standards erbrachten dann ein
jeweils optimiertes und validiertes Analyseverfahren fur die Bestimmung
von Bumetanid aus authentischen Plasma- und Urinproben.

3.4.3 Indapamid

Eine vergleichsweise geringe Anzahl analytischer Methoden zur
guantitativen Bestimmung von Indapamid mittels HPLC sind derzeit
bekannt [61] — [68]. Einige dieser Trennverfahren sind jedoch ungeeignet
fur die Quantifizierung des Arzneistoffes aus biologischem Material. Sie
beschreiben die Gehaltsbestimmung von Indapamid aus festen Arznei-
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stofformulierungen [62], [63] oder eine Determination basierend auf der
mobilen Phase als Probenmatrix [64]. Die meisten der beschriebenen
chromatographischen Analyseverfahren beschranken sich jedoch auf eine
Quantifizierung von Indapamid im Mikrogrammbereich und sind daher fir
die Erfassung von Indapamid aus biologischen Flussigkeiten nach oraler
Einnahme nicht geeignet. Die Konzentrationsverhaltnisse im Blut liegen
hier bei Werten im Nanogrammbereich. Dariiber hinaus beinhaltet die
Aufarbeitung aus biologischem Material das Problem von koeluierenden
endogenen Storprodukten. Bei der Entwicklung einer HPLC-Methode
mufd daher die Probenmatrix des zu untersuchenden Analyten mitbertck-
sichtigt werden.

Weitere in der Literatur beschriebene Methoden umfassen die Inda-
pamidbestimmung aus Vollblut bzw. aus Urin. Neben einer Methode,
basierend auf der fluorimetrischen Analyse unter Einsatz von Alkalibasen
(NaOH) und einer substanzbelastenden einstiindigen Temperaturbehan-
dlung bei 100°C [65], besteht ein weiteres Analyseverfahren (nach Choi
et al. [66]), welches bei der Probenaufarbeitung langwierige und
aufwendige Extraktionsschritte einschliel3t. Neben einer komplizierten,
fehleranfalligen und weitschweifigen Probenvorbereitung, ist beiden
Methoden ein zu geringes Detektionslimit gemein.

Die von Miller et al. [68] publizierte Methode erweist sich als geeigneter
Ausgangspunkt fir die Erarbeitung eines auf die Kklinische Studie
abgestimmten analytischen Verfahrens zur Quantifizierung von Indapamid
(Natrlilix® S.R.; 1,5 mg). Um die Methode an das bestehende HPLC-
System anzupassen, muldten zunachst einige chromatographische Para-
meter sowie entscheidende Schritte bei der Probenaufarbeitung verandert
werden.
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3.5 Optimierung chromatographischer Parameter

3.5.1 Furosemid/Plasma

3.5.1.1 Mobhile Phase

Die Auswahl der Losungsmittelzusammensetzung der mobilen Phase
erfolgte in Anlehnung an die Arbeit von Rapaka et al. [52]. Das Laufmittel
basiert hierbei auf einer anteilsmalligen Zusammensetzung von
37,5 Volumenteilen Acetonitril zu 62,5 Volumenteilen o-Phosphorsaure
(0,08M; pH2). Das von Sidhu et al. [53] verwendete Laufmittel — aus den
selben stofflichen Bestandteilen bestehend, aber in einem Verhaltnis von
46/54 (VIV) zusammengesetzt — eignete sich nicht fur das entwickelte
analytische Trennverfahren. Durch den hohen Anteil an Acetonitril waren
die Elutionszeiten zu stark verkirzt, so dal3 eine Trennung des Analyten
von der Probenmatrix nicht moglich war.

3.5.1.2 Saule

In beiden vorliegenden Methodenvorschriften [Rapaka, Sidhu], wird eine
Bondapack C18-Saule, 300 x 4,6 mm bzw. 300 x 3,9 mm, mit einem
Teilchendurchmesser von 10 um als Reversed-Phase-Saule eingesetzt.
Bei der Wahl der Saule soll nun durch Herabsetzung der Partikelgrofl3e
eine Verbesserung bei der Gute der Trennleistung erreicht werden. Fur
eine Optimierung der Methode wurde daher eine Gromsil-Saule 120
ODS-3CP, 250 x 4,6 mm mit einem auf die Halfte reduzierten Teilchen-
durchmesser von 5 pum verwendet. Dazu wurde der Hauptsaule eine
Vorsaule mit gleichem Fullmaterial vorgeschaltet, um stérende Einfllisse
der Probenmatrix zu minimieren.
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3.5.1.3 Flulf¥rate

Um eine optimale Trennleistung und eine hohe Peakgtte zu erhalten,
wurde eine ideale Flu3rate von 1,35 ml/min gefunden. Die Auswahl der
optimalen FlielRgeschwindigkeit der mobilen Phase erfolgte empirisch.

3.5.1.4 Ubersicht

Tab. 3-1: Modifizierung der chromatographischen Parameter bei der HPLC-Methode
von Furosemid/Plasma

Chromatographische Parameter

Vorschrift nach Vorschrift nach Modifikation
Rapaka Sidhu
Mobile Phase Acetonitril: Acetonitril: Acetonitril:
o-Phosphorsaure  o-Phosphorsdure  o-Phosphorsaure
(0,08M) (0,08M; pH2) (0,08M; pH2)
37,5:62,5 (VIV) 46 : 54 (VIV) 37,5:62,5 (VIV)
Saule Bondapack C18, Bondapack C18, Gromsil 120 ODS-
300 x 4,6 mm,; 300 x 3,9 mm,; 3CP, 250 x 4,6 mm;
10 pm 10 pm S5 pum
+ Vorsaule
Flu3rate 2,0 ml/min 1,10 ml/min 1,35 ml/min
Injektionsvolumen  Bis zu 300 pl 20 pl 50 pl
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3.5.1.5 HPLC-Chromatogramm

Nachfolgende Abbildung (Abb. 3-9) stellt — exemplarisch fir die ent-
wickelte Methode — das HPLC-Chromatogramm einer mit 1,4 ug Furose-
mid pro Milliliter Plasma gespikten Probe dar. Die Detektion erfolgte
anhand eines Fluoreszenz-Detektors. Der Probe wurde Naproxen (NPX)
als interner Standard zugefugt.
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Abb. 3-9: HPLC-Chromatogramm von Furosemid in Plasma, FL-
Detektion, Konzentration FURO: 1,4 pg/ml

3.5.2 Furosemid/Urin

3.5.2.1 Mobile Phase

Die zwei unterschiedlichen von Russel et al. [54] und Carr et al. [55]
beschriebenen Methoden zur Bestimmung von Bumetanid in Urin mittels
HPLC lieferten die Grundlage flr die Erstellung einer eigenen HPLC-
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Methode. Ein Vergleich beider Quellen zeigt Unterschiede in der
Zusammenstellung der mobilen Phase. Wahrend die mobile Phase bei
Russel aus Methanol/Phosphatpuffer (0,02M; pH3) besteht, verwendet
Carr ein Gemisch aus Methanol, Wasser und Eisessig. Zur Gewahr-
leistung stabiler pH-Verhéaltnisse wurde daher ein Laufmittel in Anlehnung
an das von Russel beschriebene eingesetzt. Durch weitere Erh6hung des
Methanolanteils in der mobilen Phase wurden schmalere Peaks erzielt,
was zu einer verbesserten Peakgtite flhrte.

Dartiber hinaus verkirzten sich die Retentionszeiten des internen
Standards (Piretanid) und somit der zeitliche Trennabstand zum Analyten.

3.5.2.2 Saule

Das Verfahren von Carr beinhaltet die Verwendung einer Bondapack
C18-Saule mit den Maf3en 300 x 3,9 mm und einem Teilchendurchmesser
von 10 um. Die von Russel eingesetzte Saule ist eine im Vergleich
kirzere LiChrosorb RP-18-S&ule mit 150 x 4,6 mm und einem kleinerem
Teilchendurchmesser von 5 pum; bei dieser Arbeitsvorschrift ist der Analyt
jedoch dem thermischen Einflu3 einer Saulenofentemperatur von 40°C
ausgesetzt.

Bei der neu erstellten HPLC-Methode erwies sich eine S&ule mit einem
Partikeldurchnmesser von 5 um als guinstig. Zudem wurde, im Vergleich zu
den beiden genannten Saulen, eine Saule mittlerer Lange und kleineren
Durchmessers gewahlt (Gromsil 120 ODS-3CP, 5 um, 250 x 4,0 mm).
Das Vorschalten einer Vorsaule zum Erhalt der Lebensdauer der Haupt-
saule und Elimination stérender endogener Begleitsubstanzen aus der
Probenmatrix, zeigte keinen Einflu3 auf die Qualitat der chromato-
graphischen Trennung.
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3.5.2.3 Flul¥rate

Eine FluRBrate von 1,0 ml/min konnte als optimale Laufmittel-
geschwindigkeit fur die Quantifizierung von Furosemid aus Urin im
Rahmen der erarbeiteten HPLC-Methode ermittelt werden.

3.5.2.4 Ubersicht

Tab. 3-2: Modifizierung der chromatographischen Parameter bei der HPLC-Methode
von Furosemid/Urin

Chromatographische Parameter
Vorschrift nach Vorschrift nach Modifikation
Russel Carr
Mobile Phase Methanol: Methanol : Methanol:
Phosphatpuffer Wasser : Phosphatpuffer
(0,02M; pH3) Eisessig (0,02M; pH3)
48 : 52 (VIV) 34:46:3 (VIV) 54 : 46 (VIV)
Saule LiChrosorb RP-18, Bondapak C18, Gromsil 120 ODS-
150 x 4,6 mm; 300 x 3,9 mm,; 3CP, 250 x 4,0 mm;
S5 pum 10 pm S5 pum
40°C Temp. + Vorsaule
Flu3rate 1,0 ml/min 2,0 ml/min 1,0 ml/min
Injektionsvolumen 10 pl 40 — 100 pl 50 pl
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3.5.2.5 HPLC-Chromatogramm

Als Beispiel fur die chromatographische Trennung von Furosemid in Urin
ist in nachfolgender Abbildung (Abb. 3-10) das HPLC-FL-Chromato-
gramm der oben beschriebenen Methode dargestellt. Die Urinprobe
wurde mit Furosemid sowie mit Piretanid (PIR) als internem Standard
gespikt. Die Konzentration von Furosemid betrug hierbei 2,5 ug pro
Milliliter Urin.

600
500 - FURO
l PIR

400+ l
z
= 300+
@
c
2
2004

0 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Zeit [min]

Abb. 3-10: HPLC-Chromatogramm von Furosemid in Urin, FL-
Detektion, Konzentration FURO: 2,5 pg/ml
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3.5.3 Bumetanid/Plasma

3.5.3.1 Mobile Phase

Eine mobile Phase bestehend aus Methanol/Wasser/Eisessig (70/30/1,;
V/IV), wie in der Arbeit von Smith [60] angefluhrt, stellte sich als sinnvolle
Laufmittelkomposition dar. Das Verhéaltnis der Komponenten Methanol
und Wasser wurde jedoch zu Gunsten von Wasser (33 Volumenteile)
variiert. Durch den Zusatz von Eisessig als Bestandteil der mobilen Phase
kénnen geeignete pH-Verhaltnisse fir die Fluoreszenz-Detektion von
Bumetanid geschaffen werden. Die mobile Phase besitzt nach der
Neuzusammensetzung einen unveranderten pH-Wert von 3,5.

3.5.3.2 Saule

Eine Reversed-Phase-Saule des Typs Gromsil 120 ODS-3CP, 250 x
4,6 mm und einer Teilchengréf3e von 5 um im Durchmesser erbrachte
geeignete Voraussetzungen zur Bestimmung von Bumetanid in Plasma.
Auch hier wurde erneut eine Vorsaule mit identischem Saulen-
packungsmaterial dem System vorgeschaltet. Bei der Methoden-
beschreibung von Smith wird eine entsprechende Saule von der Firma
Whatman verwendet mit dem Unterschied eines doppelt so grof3en
Teilchendurchmessers. Es handelte sich hierbei um eine Partisil-Saule
10 ODS-3, 250 x 4,6 mm, 10 pm.
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3.5.3.3 FlufRrate

Fur die FluRBrate wurde ein Durchgang von 1,0 ml/min gewahlt. Diese
Geschwindigkeit war die optimale Rate, um ein ausgeglichenes Verhéltnis
zwischen Trennleistung sowie Peakqualitdt und Belastbarkeit der Pumpe
herzustellen.

3.5.3.4 Ubersicht

Tab. 3-3: Modifizierung der chromatographischen Parameter bei der HPLC-Methode
von Bumetanid/Plasma

Chromatographische Parameter
Vorschrift nach Smith Modifikation
Mobile Phase Methanol: Methanol:
Wasser: Wasser:
Eisessig Eisessig
70:30: 1 (VIV) 67 :33:1(VIV)
Saule Partisil 10 ODS-3; Gromsil 120 ODS-3CP,
250 x 4,6 mm;10 pm 250 x 4,6 mm; 5 um
40°C Temp. + Vorsaule
FluRBrate 1,5 ml/min 1,0 ml/min
Injektionsvolumen  Keine Angabe 100 pl
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3.5.3.5 HPLC-Chromatogramm

Nachstehende Abbildung (Abb. 3-11) stellt die Bestimmung von
Bumetanid in Plasma anhand des erarbeiteten analytischen HPLC-
Trennverfahrens dar. Die Detektion erfolgte mittels der Fluoreszenz-
Spektroskopie. Die eingesetzte Konzentration von Bumetanid betrug
65 ng pro Milliliter Plasma. Wie bei der HPLC-Methode FURO/Urin wurde
hierbei ebenfalls Piretanid (PIR) als interner Standard eingesetzt.

500

400

w

o

o
|

BUM
PIR l

Signal [mV]
N
8
|

N _J

0

0 5 10 15 20 25
Zeit [min]

Abb. 3-11: HPLC-Chromatogramm von Bumetanid in Plasma, FL-
Detektion, Konzentration BUM: 65 ng/ml
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3.5.4 Bumetanid/Urin

3.5.4.1 Mobile Phase

In der Arbeit von Smith [60] wird je eine eigenstandige Bestimmungs-
methode von Bumetanid in Plasma und Urin beschrieben.

Auch bei der Quantifizierung von Bumetanid aus Urin konnte, wie schon
bei Plasma, die Zusammenstellung der mobilen Phase, hier aus
Acetonitril und o-Phosphorsaure (0,015M; pH1,5), aus der Vorschrift
Ubernommen werden. Eine Verdnderung der Losungsmittelanteile zu
Gunsten der waldrigen Phosphorsaure-Phase erbrachte Vorteile bezlglich
der Qualitdt des Chromatogrammes.

3.5.4.2 Saule

In der zugrundeliegenden Arbeitsvorschrift nach Smith wird fir die
quantitative Ermittlung von Bumetanid aus Urin die gleiche Saule wie bei
der Bestimmungsmethode Bumetanid/Plasma gewahlt. Dieser Vorgabe
wurde auch bei der modifizierten HPLC-Methode entsprochen. Die Wahl
der Gromsil-Saule 120 ODS-3CP, 250 x 4,6 mm, 5 um erbrachte gute
Ergebnisse in der Trennung der Substanzen auf der stationaren Phase
und entsprach den Anforderungen einer klaren Separierung der Peaks
von der Basislinie sowie der Probenmatrix.

3.5.4.3 FlufR3rate

Die Flul3rate konnte von einer Vorgabe von 2,0 ml/min (Smith) auf einen
Flul3 von 1,5 ml/min entscheidend gesenkt werden, ohne Einbul3en bei
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der Gite des Chromatogramms in Kauf nehmen zu mussen. Durch eine
niedrigere FluRBrate entsteht ein geringerer Pumpendruck. Dies bedeutet
einen deutlichen Vorteil zu Gunsten einer Senkung der Beanspruchung

und einer Erh6éhung der Lebensdauer der Pumpe.

3.5.4.4 Ubersicht

Tab. 3-4: Modifizierung der chromatographischen Parameter bei der HPLC-Methode

von Bumetanid/Urin

Chromatographische Parameter

Vorschrift nach Smith

Modifikation

Mobile Phase Acetonitril:
Phosphorsaure (0,015M)

Acetonitril:
Phosphorsaure (0,015M)

50:50 (V/V) 45:55 (VIV)
Saule Partisil 10 ODS-3; Gromsil 120 ODS-3CP,
250 x 4,6 mm;10 pm 250 x 4,6 mm; 5 um
+ Vorsaule
FluRrate 2,0 ml/min 1,5 ml/min
Injektionsvolumen  Keine Angabe 100 pl

3.5.4.5 HPLC-Chromatogramm

Untenstehende Abbildung (Abb. 3-12) zeigt das Chromatogramm einer
gespikten Urinprobe bei Anwendung des erstellten HPLC-Verfahrens mit
gekoppelter FL-UV-Detektion. Ein Milliliter der Urinprobe enthielt eine
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Konzentration von 140 ng Bumetanid. Die gekoppelte UV-Detektion
diente hier zur Bestimmung des internen Standards Acetophenon (ACP).
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Abb. 3-12: HPLC-Chromatogramm von Bumetanid in Urin, FL-
Detektion, Konzentration BUM: 140 ng/ml. Gekoppelte UV-Detektion
fur internen Standard (ACP = Acetophenon).

3.5.5 Indapamid/Vollblut

3.5.5.1 Mobile Phase

Die mobile Phase (Ammoniumacetat (0,08M; pH3,5)/Acetonitril/2-Pro-
panol; 65/30/5 (V/V)) fur die HPLC-Methode wurde zunachst nach der
Vorlage von Miller et al. [68] zusammengestellt. Es stellte sich jedoch bei
der Probenaufarbeitung das Problem einer ungentigenden Solubilisierung
des Rickstandes (Rekonstitution — Flissig-Flussig-Extraktion) und einer
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zu geringen Trennung des zu untersuchenden Indapamid-Peak von
endogenen Storpeaks.

Das Solubilisierungs-Problem trat im Rahmen der Flissig-Flussig-
Etherextraktion beim Rekonstitutionsschritt mit dem Ldsungsmittel-
gemisch der mobilen Phase auf. Die eingeengte Probe konnte nicht voll-
standig in Losung gebracht werden und es war eine Trilbung der L6sung
zu verzeichnen. Eine Modifikation der Zusammensetzung der Rekonsti-
tutionslésung (Ammoniumacetat (0,08M; pH3,5)/Acetonitril (55/45, V/IV))
verschaffte Abhilfe.

Im Zuge der Probenaufarbeitung wird durch die Vollblut-Extraktion —im
Unterschied zu Plasma—-eine Reihe unerwilnschter Bestandteile
mitextrahiert, welche sich in hohem Basisrauschen, unruhiger Basislinie
und als vielzahligen Storpeaks im Chromatogramm bemerkbar machen.
Eine klare und deutliche Trennung des Analyten von den endogenen
Peaks und der Basislinie gewinnt daher verstarkt an Bedeutung.

Erst eine Anderung der Ldsungsmittelzusammensetzung der mobilen
Phase zu Gunsten einer Anteilserhdhung von Acetonitril fuhrte zu
schmaleren Peaks und verbessertem Leistungspotential bei der Trennung
der einzelnen Substanzpeaks (vgl. Abb. 3-13). Der Propanol-Anteil der
von Miller beschriebenen mobilen Phase (Ammoniumacetat (0,08M;
pH3,5)/Acetonitril/2-Propanol; 65/30/5, V/V) wurde hierbei zunehmend
reduziert und schliel3lich verworfen. Die neue Zusammensetzung der
mobilen Phase bestehend aus einem Verhaltnis Ammoniumacetat
(0,08M; pH3,5) zu Acetonitril, 66/34 (V/V) zeigte sich auch geeignet zur
vollstandigen Rekonstitution der eingeengten Probe (vgl. Kap. 3.6.2
Flissig-Flissig-Extraktion).
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Abb. 3-13: HPLC-FL-Chromatogramm, Vollblut mit Indapamid
gespikt, Nucleosil-Saule (125 x 4 mm). Mobile Phase: Ammonium-
acetat (0,08M; pH3,5) zu Acetonitril 66/34 (V/IV).

3.5.5.2 Saule

Indapamid konnte durch den Schritt der Anderung der mobilen Phase nun
in ausreichendem Mal3e von der Blutmatrix getrennt werden. Eine weitere
Auftrennung und Separierung des Indapamid-Peaks ist jedoch in Hinblick
auf die Bestimmung niedriger Indapamidkonzentrationen (Natrilix® S.R.;
1,5 mg) und die individuelle Zusammensetzung des Blutes anzustreben.

Als entscheidende Mal3hahme erwies sich die Wahl einer neuen, doppelt
so langen Saule. Diese fuhrte zu verlangerten Retentionszeiten und somit
zu einer Entzerrung der Peaks. Anstelle einer Nucleosil-Saule (100 C18,
5 um, 125 x 4 mm) (Abb. 3-13) wurde eine Gromsil-Saule (120 ODS-3CP,
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5um, 250 x 4,6 mm) (Abb. 3-14) verwandt. Dies brachte schluf3endlich

eine klare, optimierte Trennung von Indapamid-Peak und endogenem
Storpeak.
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Abb. 3-14: HPLC-FL-Chromatogramm, Vollblut mit Indapamid
gespikt, Gromsil-Saule (250 x 4,6 mm). Mobile Phase: Ammonium-
acetat (0,08M; pH3,5) zu Acetonitril 66/34 (V/V)

3.5.5.3 Flul3rate

Durch die Verwendung der langeren Gromsil-Saule wurde die Elution der
Substanzen verzogert. Dieser Effekt machte sich im Chromatogramm
durch groRRere Peakbreiten bemerkbar. Die FlieRgeschwindigkeit des
Laufmittels wurde daher von 1,0 ml/min auf 1,35 ml/min gesteigert.
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3.5.5.4 Ubersicht

Tab. 3-5: Modifizierung der chromatographischen Parameter bei der HPLC-Methode
von Indapamid/Vollblut

Chromatographische Parameter
Vorschrift nach Miller Modifikation

Mobile Phase Ammoniumacetat Ammoniumacetat
(0,08M; pH3,5): (0,08M; pH3,5):
Acetonitril: Acetonitril
2-Propanol
65:30:5 (VIV) 66 : 34 (VIV)

Séaule Nucleosil 100 C18, Gromsil 120 ODS-3CP,
150 x 4,6 mm, 5 um 250 x 4,6 mm; 5 um

+ Vorsaule
FluRrate 1,0 ml/min 1,35 ml/min
Injektionsvolumen 40 pl 100 pl

3.5.5.5 HPLC-Chromatogramm

Das in Abb. 3-15 gezeigte HPLC-Chromatogramm gibt stellvertretend die
Quantifizierung von Indapamid in Vollblut mittels des oben beschriebenen
chromatographischen Trennverfahrens wieder. Es wurde hierbei eine
eingesetzte Konzentration von 60 ng pro Milliliter Vollblut per UV-
Detektion bestimmt. Glipizid (GLIP) diente als interner Standard.
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Abb. 3-15: HPLC-Chromatogramm von Indapamid in Vollblut, UV-
Detektion, Konzentration INDA: 60 ng/ml
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3.6 Optimierung bei der Probenaufarbeitung

Bei den fur die Quantifizierung erhaltenen authentischen Proben aus den
durchgefuhrten klinischen Studien handelte es sich ausschliel3lich um
Vollblut-, Plasma- und Urinproben. Biologisches Material enthalt jedoch in
der Regel, fur die chromatographische Analyse, eine Unmenge an
storenden Begleitstoffen, welche die selektive Bestimmung der Ziel-
substanz einschranken und erschweren.

Um eine Reduzierung dieser Stoffe im Probenmaterial zu erreichen,
wurden fur die Plasmaproben eine Proteinfallung durchgefiihrt. Uber eine
Flissig-Flussig-Extraktion erhalt man ebenfalls eine weitere Minimierung
der Stoffe, die bei der Quantifizierung zu einer Interferenz mit dem
Arzneistoff fihren kdnnen.

Eine Konjugatspaltung, wie sie oft bei der Bestimmung von Substanzen
aus humanen Flussigkeiten (Urin) erforderlich wird, ist hier nicht geboten.
Die Anlage des Studiendesigns und die pharmakodynamische Beson-
derheit der Diuretika, die hauptsachlich nur als unveranderter Arzneistoff
Wirksamkeit zeigen, grenzen die Untersuchung auf die Bestimmung des
nichtmetabolisierten Arzneistoffes ein (s. Kap. 2.1.1).

3.6.1 Proteinfallung

Nach der Abtrennung der festen Blutbestandteile durch Zentrifugieren
verbleiben im Plasma unter anderem noch l6sliche Proteine. Proteine
machen sich bei der chromatographischen Trennung jedoch als stérende
GrolRen bemerkbar. So kdnnen sie zum einen zu Interferenzen bei der
Analytik fuhren, zum anderen bewirken sie das Festhalten von protein-
gebundenem Analyten. Durch eine Proteinfallung sollen diese Einflisse
aus der biologischen Matrix im Vorfeld weitestgehend unterbunden
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werden. Eine Abtrennung der Proteine verbessert die Proben-
beschaffenheit hinsichtlich einer deutlichen Herabsetzung der Viskositat
der Probenlésung. Dariber hinaus wird bei der chromatographischen
Methode eine starke Beschéadigung der Trennsaule durch diesen Schritt
weitestgehend vermieden.

Eine Proteinfallung kann mit Hilfe verschiedener geeigneter Reagenzien
erfolgen, welche die Proteine von einem hochgeordneten Zustand in
einen ungeordneten Zustand Uberfihren und somit irreversibel denaturie-
ren. Der Zusatz organischer Losungsmittel (Acetonitril, Isopropanol,
Methanol u.a.), eine extreme pH-Anderung durch die Zugabe von Sauren
und Basen, die Zugabe von Polymeren wie beispielsweise Polyethylen-
glykol (PEG) oder aber auch eine Temperaturerhbhung kénnen eine
Denaturierung bewirken.

Zu beachten ist die geeignete Wahl des Fallungsreagenz. Eine oxidative
oder auch thermische Zersetzung des zu bestimmenden Stoffes mul3 bei
diesem Arbeitsschritt vermieden werden. Die Féllung muf3 fir die
Zielsubstanz moglichst schonend erfolgen und eine extreme physiko-
chemische Einwirkung auf das Material soll umgangen werden. Das
ausgefallte Proteinprazipitat kann durch Zentrifugation leicht abgetrennt
und der Uberstand abgehoben werden.

Fur die Proteinfallung von Bumetanid aus Plasma wurden 60% (V/V)
Ldosungsmittelanteile Methanol verwandt und fur Furosemid 66% (V/V)
Acetonitrilanteile.

3.6.2 Flussig-Flissig-Extraktion

Die Flussig-Flissig-Extraktion bietet beim Arbeiten mit biologischem
Material eine weitere Mdglichkeit zur Trennung von stérendem Begleit-
material aus der meist walrigen Untersuchungslésung. Der Schritt der
Flissigextraktion wird dem eigentlichen analytischen Trennverfahren als
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Arbeitsschritt bei der Probenaufarbeitung vorgeschaltet. Beim Vorgang
des Ausschiittelns geht der zu extrahierende Stoff — dem Nernst'schen
Verteilungsgesetz folgend —in einem bestimmten Ausmal} in das
organische Losungsmittel Gber. Es kommt hierbei zu einer Verteilung des
Stoffes gemalR seinem Verteilungskoeffizienten VK zwischen zwei nicht
miteinander mischbaren Flissigkeiten. Dabei handelt es sich um eine
walrige Phase und eine mit dieser nicht mischbaren Phase eines
organischen Ldsungsmittels. Es stellen sich stdndig neue Verteilungs-
gleichgewichte zwischen den beiden Phasen ein. In Abhangigkeit vom
Verteilungskoeffizienten, der ein Mal3 fir die Affinitat der zu trennenden
Substanz zu den beiden Phasen darstellt, tritt eine Aufteilung der
Substanz in die unterschiedlichen Losungsmittelphasen ein.

_ CswPhase |

VK =
CsuwPhase ll

VK - Verteilungskoeffizient
Csu - Konzentration der Substanz

Fur Analyte, die eine Saure darstellen, ist es notwendig, die walirige
Phase vor dem Ausschitteln mit organischem Losungsmittel anzusauern.
So liegt Furosemid, als organische Saure, durch Ansduern der walirigen
Phase mit HCI undissoziiert (nicht ionisiert) vor. Dies fuhrt zu einer
erhohten Affinitat zur lipohilen, organischen Phase und zu einem
weitestgehenden Ubertritt des Arzneistoffes in diese Phase. Das Aus-
schitteln des Phasengemisches fuhrt durch Bildung von Emul-
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sionstropfchen zu einer VergroRerung der Grenzflachen und zu einer
Erhéhung der Ubertrittsgeschwindigkeit.

Die organische Phase kann nach abschlielRender Zentrifugation von der
waldrigen getrennt und abgehoben werden und anschlielend Uber
weiterfihrende Schritte verarbeitet werden.

3.6.2.1 Flussig-Flussig-Extraktion von Furosemid aus Urin

Die Bestimmung von Furosemid aus Urin erforderte eine Selektionierung
des Analyten von den ubrigen Begleitstoffen der biologischen Matrix. Die
Flissig-Flissig-Extraktion erwies sich hier als probates Mittel zur
Extraktion des Arzneistoffes aus Urin.

Fur die Probenaufarbeitung wurden 500 pl Urin mit 15 pl HCI (2M) auf
pH1,5 angesauert, da bei saurem pH-Wert Furosemid — als organische
Saure — ungeladen vorliegt. Nach Ausschiitteln und Ubertritt des Analyten
in die Diethylether-Phase (4 ml) konnte die organische, als obere der
beiden Phasen, abgehoben werden. Die weiteren Arbeitsschritte
beinhalteten ein Einengen des Uberstandes unter Stickstoff bei 35°C und
ein Rekonstituieren mit 500 ul bzw. 1000 pl des Lésungsmittelgemisches
der mobilen Phase. In der Studie Il wurde mit 1000 pl der mobilen Phase
rekonstituiert, um eine Verdinnung der Proben zu erhalten. Dieser Schritt
wurde erforderlich, um den gednderten Konzentrationsverhéltnissen von
Furosemid im Urin, bedingt durch die Studienkonzeption (einmaliger
Furosemid-Bolus) gerecht zu werden.
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3.6.2.2 Flussig-Flussig-Extraktion von Indapamid aus Vollblut

Bei der Probenvorbereitung von Indapamid wurde eine Flissig-Flussig-
Extraktion aus Vollblut durchgefiihrt. Die Blutkonzentrationen sind hierbei
hoher als die Plasmakonzentrationen, da eine sehr hohe, aber dennoch
reversible Bindung von Indapamid an die Carboanhydrase der roten
Blutkdrperchen vorliegt [46]. Indapamid liegt bei physiologischem pH-Wert
neutral und ungeladen vor, daher wurde fur die Extraktion aus Vollblut
keine weitere Veranderung des pH-Wertes vorgenommen [69], [70].

Es wurden 1 ml Vollblut mit 6 ml Diethylether extrahiert und das Eluat
unter Stickstoff bei 35°C zur Trockene eingedampft. Der eingeengte
Ruckstand wurde in 500 pl Léosungsmittelgemisch der mobilen Phase
(Ammoniumacetat/Acetonitril, 66/34 (V/V)) aufgenommen. Die mobile
Phase erwies sich in Hinblick auf Loslichkeit des Blutextraktes und
Peakglte des Analyten bei dem ausgewahlten chromatographischen
Analyseverfahren als das am meisten geeignete Losungsmittel fur die
Rekonstitution. Das eingeengte Eluat lie3 sich vollstandig und ohne
Tribung auflésen.

Mit Hilfe des Extraktionsverfahrens kommt es bei der Probenvorbereitung
von Indapamid zu einer Aufkonzentrierung des Analyten. Dies stellt
angesichts der niedrigen Blutkonzentrationsspiegel von Indapamid einen
Vorteil bei der quantitativen Bestimmung dar.

3.7 Interner Standard

Hauptaufgabe des internen Standards ist es, Dosierfehler bei der
Probeninjektion zu korrigieren. Der interne Standard wird allen Proben vor
dem ersten Probenaufarbeitungsschritt in gleicher Konzentration
zugesetzt. Die Peakflachen der zu bestimmenden Substanz werden dann
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auf die Peakflache des internen Standards bezogen. Eine geeignete
Verbindung fur den internen Standard mufd folgende Eigenschaften mit
sich bringen [51]:

Retentionszeiten, bei der keine anderen Substanzen eluieren.
Peak sollte moglichst nahe bei dem zu untersuchenden Substanz-
peak liegen.

Chemisch ahnliche Eigenschaften (gleiche Stoffklasse, gleiche
funktionelle Gruppe, homologe oder isomere Substanz).
Anwesenheit in der urspringlichen Analyse muld ausgeschlossen
sein.

Reinheit der Verbindung.

Nachfolgend werden die eingesetzen internen Standards fur die
jeweiligen verwendeten Analyseverfahren aufgelistet:

*%

*k*

Methode Interner Standard
Bumetanid/Plasma Piretanid (PIR)
Bumetanid/Urin Acetophenon* (ACP)
Furosemid/Plasma Naproxen** (NPX)
Furosemid/Urin Piretanid (PIR)
Indapamid/Vollblut Glipizid*** (GLIP)

nach Sidhu et al.
nach Smith
nach Miller et al.
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3.8 HPLC-UV-Kopplung

3.8.1 Allgemeines

Die HPLC-UV-Kopplung stellt ein weit verbreitetes, empfindliches und
leistungsfahiges Detektions-System dar, das bei der quantitativen Bestim-
mung von Substanzen sehr haufig eingesetzt wird. Mit Hilfe der UV-
Kopplung kénnen Substanzen registriert werden, die ultraviolettes Licht
ausgewahlter Wellenlange absorbieren. Die Methode basiert auf der
Ultraviolett-Spektroskopie, welche die spezifische Absorption von UV-
Strahlung durch UV-aktive Chromophore in anorganischen und
organischen Verbindungen beeinhaltet.

Bei Einstrahlung von energiereichem UV-Licht kommt es bei Absorption
zur Anregung von n- und p-Elektronen. Die Elektronen werden in
angeregte Zustande uberfuhrt, das heil3t sie gehen in leere antibindende
Molekulorbitale mit héherer Energie Uber. Die notwendige Energie zur
Uberwindung der Energiedifferenz  zwischen Grundzustand und
angeregtem Zustand wird dem eingestrahlten Licht entnommen. Dabei
wird eine Intensitdtsminderung des urspringlich eingestrahlten mono-
chromatischen Lichtstrahles herbeigeflnhrt.

Die UV-Detektion zeigt eine Proportionalitat zwischen der Intensitat des
entstehenden Signals und der Konzentration der Substanz in der
Probenflissigkeit. Sie weist Uber einen weiten Bereich Linearitat auf, was
eine Ermittlung der Konzentration Uber Kalibriergeraden erméglicht [122].

Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz stehen die Konzentration des
geldsten Stoffes und die Absorption in folgendem Zusammenhang [51]:

A=excxd,;
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A - Absorption des Lichtes

e - molarer Absorptionskoeffizient; eine flir die Substanz spezifische
Konstante

C - Konzentration des zu untersuchenden Stoffes in der
Probenldsung

d; - Schichtdicke der L6sung im Strahlengang (= Durchmesser der
Kuvette)

Wichtige Chromophore sind Molekdlteile, die nur aus p-Elektronen und
solche, die aus p- und n-Elektronen aufgebaut sind.

Die meisten aromatischen Moleklle weisen jedoch derartige Chromo-
phore auf und besitzen bei einer UV-Anregung (254 nm) ein ausge-
pragtes Absorptionsverhalten, was oftmals eine Selektionierung des
gewulnschten Analyten erschwert.

Eine Anpassung der Wellenlange an das Absorptionsmaximum der
gesuchten Substanz, eine Verdnderung der chromatographischen Para-
meter (Wahl der Saule, Anderung der Zusammensetzung der mobilen
Phase und somit Anderung der Retentionszeiten) sowie auf die Substanz
abgestimmte Probenaufarbeitungsschritte ermdglichen gegebenenfalls
eine klare Trennung von koeluierenden Substanzen.

3.8.2 Indapamid

Die Detektion fir Indapamid wurde mittels HPLC-UV-Kopplung durch-
gefuhrt. Um eine optimale Lichtabsorption von Indapamid zu gewahr-
leisten wurde eine Anregungswellenlange von 241 nm gewahlt. Das
HPLC-UV-Verfahren ermdglichte eine Bestimmung von Indapamid aus
Vollblut sowie aus Urin.

Die Bestimmungsgrenze der chromatographischen Methode zur Ermitt-
lung der Konzentration von nichtmetabolisiertem Indapamid aus Urin wird
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dabei in authentischen Urinproben bei weitem unterschritten. Eine
Bestimmung von Indapamid aus Urin ist jedoch fur die Auswertung der
Studie nicht erforderlich, da ausschlief3lich ein Monitoring der Indapamid
trough-level vorgenommen werden sollte. Die geringe Konzentration von
Indapamid im Urin erklart sich aus der Pharmakokinetik des Arzneistoffes.
Nach oraler Einnahme von Indapamid werden nur etwa 5-7% des
Diuretikums als unveranderter Wirkstoff renal ausgeschieden [46], [70].

3.9 HPLC-FL-Kopplung

3.9.1 Allgemeines/Grundlagen

Die Kombination von chromatographischer HPLC-Trennung und Fluo-
reszenz-Detektion bietet eine weitere erfolgreiche Methode zur
guantitativen Bestimmung von Substanzgemischen. Die HPLC-FL-
Kopplung erweist sich als besonders gunstig fur die Quantifizierung von
Mehrkomponentengemischen, da fluoreszierende Substanzen in Gegen-
wart von nichtfluoreszierenden Begleitstoffen einfach bestimmt werden
kénnen und somit eine hdohere Selektivitat des Mel3verfahrens vorliegt.
Neben der UV-Detektion ist die Fluoreszenz-Detektion ein routinemafig
eingesetztes Detektionsverfahren zur empfindlichen und spezifischen
Erfassung von Analyten. Die Empfindlichkeit kann bis zu 1000mal héher
sein als bei der UV-Detektion und erméglicht daher die Quantifizierung im
Nanogrammbereich.

Die Fluorimetrie basiert auf den Grundlagen der Emissions-Spektrosko-
pie, wobei Molekiille nach Lichtabsorption zur Fluoreszenz angeregt
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werden. Das emittierte Licht wird als Fluoreszenzspektrum registriert und
analytisch ausgewertet.

Das Elektronensystem eines Molekils kann durch Lichtabsorption in
einen angeregten Molekilzustand versetzt werden. Durch die Absorption
von elektromagnetischer Strahlung kommt es zu Elektronentbergangen
in héhere Molekilorbitale. Typische Anregungszustdnde, die zur Fluo-
reszenz fuhren kénnen, sind p ® p* Ubergange.

Bei der Besetzung héherer Molektlorbitale durch die Elektronen werden
diese, gemal dem Jablonski-Termschema, aus dem Singulettzustand S,
in energiereichere Singulettzustande S; oder S, Uberfuhrt. Bei Ruckkehr
der Elektronen aus dem Anregungszustand in den energiedarmeren
Grundzustand kann es neben der Umwandlung der Elektronenenergie in
Warmeenergie (strahlungslose Inaktivierung) auch zur Emission von Licht
kommen (Fluoreszenz bzw. Phosphoreszenz) [51].

Im Unterschied zur Phosphoreszenz tritt Fluoreszenz nur wahrend oder
unmittelbar nach der Anregung des Elektronensystems auf und ist somit
nach Beendigung der Lichteinstrahlung erloschen.

3.9.2 Fluoreszenz, Chromophore, Bestimmung

Fluoreszenz wird besonders bei Substanzen mit einer gewissen Starrheit
des Molekilbaus und einer planaren Struktur beobachtet. Die Bestim-
mung dieser Substanzen wird mit einem Fluorimeter durchgefihrt. Die
Strahlungsintensitat des Anregungslichtes (Lichtquelle) mufd hierbei
weitgehend konstant gehalten werden, da die Fluoreszenzintensitat der
zu prufenden Substanz in hohem Malf3e von ihr abhangt.
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Die Intensitat (I;) des Fluoreszenzlichtes einer Substanz bestimmter
Konzentration bei einer definierten Wellenlange unterliegt nachstehender
Gesetzmaligkeit:

I ~eXyQxKg

I, = Fluoreszenzintensitat

e= molarer Absorptionskoeffizient
lo = Intensitat des Anregungslichtes
Q = Fluoreszenzquantenausbeute
Kg = Geratekonstante

Bei konstanter Anregungsintensitat I, ist unter konstanten Mel3-
bedingungen die Intensitdt des Fluoreszenzlichtes der Konzentration der
Substanzen proportional [51].

Verschiedene Faktoren konnen einen Einflud auf die Fluoreszenz-
intensitdt und die Quantenausbeute des zu untersuchenden Analyten
aufweisen. Neben dem Einflu@ von pH-Wert und L&sungsmittel-
zusammensetzung auf die Fluoreszenz kann es zudem zu Quenching-
Effekten kommen. Wenn gemeinsam mit der fluoreszierenden Substanz
eine andere eluiert, welche die Anregungsenergie tUbernimmt, wird die
Emission geschwacht oder unterdriickt (Quenching). So ist zum Beispiel
Sauerstoff aus nicht vollstdndig entgastem Eluens ein effektiver
Quencher.

Ferner kann es zur “Selbstldschung® kommen, wenn bei ungenitgend
hoher Verdinnung das emittierte Licht durch nichtangeregte Molekule
reabsorbiert wird.
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Bei der Quantifizierung einer Substanz Uber Fluoreszenz-Spektroskopie
sind folglich die Wahl eines geeigneten nicht fluoreszierenden Ldsungs-
mittels, die Ermittlung eines glinstigen pH-Wertes sowie die Uberpriifung
der Probenmatrix auf Eigenfluoreszenz als dem Mel3verfahren voraus-
gehende Schritte unerlafilich.

3.9.3 Furosemid

Furosemid kann mit der erarbeiteten HPLC-Methode sowohl Gber UV- als
auch Uber Fluoreszenz-Kopplung detektiert werden. Furosemid eluiert
jedoch rasch und die entstehenden Peaks befinden sich nahe den
biogenen Matrixpeaks, so dafd Interferenzen bei einer UV-Detektion
wahrscheinlicher sind. Die Selektivitat und Sensitivitdt bei der Bestim-
mung von Furosemid sind daher bei der Wahl der Fluoreszenz-Detektion
erhoht, da die Zahl der Substanzen aus biologischer Matrix, die Fluores-
zenz aufweisen, deutlich geringer ist.

3.9.4 Bumetanid

Bumetanid wurde mittels HPLC und Fluoreszenz-Detektion aus Plasma
und Urin bestimmt. Bei der Bestimmung von Bumetanid in Urin wurden
UV- und Fluoreszenz-Detektor gekoppelt, um eine simultane Bestimmung
von Bumetanid und dem internen Standard Acetophenon durchfiihren zu
konnen (vgl. Abb. 3-12).
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3.10 Arzneistoff-Interferenzen

Im Rahmen der INDIURE-Studie wurden Indapamid und Furosemid als
Prifmedikation bei Patienten mit einer bestehenden Herzinsuffizienz
(NYHA II-IIl) eingesetzt. Alle Patienten bendtigten Medikamente zur
Behandlung der Herzinsuffizienz. Wahrend der Studienzeit wurde die
notwendige Begleitmedikation der Patienten (bis auf Diuretika am Unter-
suchungstag) unverandert beibehalten.

Im Vorfeld der klinischen Studie mufdten daher die gewahlten HPLC-
Methoden einer Prifung auf moégliche koeluierende bzw. interferierende
Arzneistoffpeaks im Chromatogramm unterzogen werden.

Fur diese Vorbestimmung wurde Blut und Urin von Patienten mit
Herzinsuffizienz und der Ublichen Standardmedikation aufgearbeitet und
jeweils unter den Bedingungen des HPLC-Analyseverfahrens fir Indapa-
mid/Vollblut, Furosemid/Plasma und Furosemid/Urin vermessen.

Dieses Screening ermoéglichte das Herausfiltern von Medikamenten, die
eine Peak-Interferenz mit dem zu untersuchenden Analyten oder dem
zugehorigen internen Standard aufweisen.

Bei den von den Patienten eingenommenen Medikamenten handelte es
sich um folgende Arzneistoffe:

Benazepril, Enalapril, Ramipril (ACE-Hemmer); Losartan, Valsartan
(Sartane, AT;-Rezeptorantagonisten); Phenprocoumon (Antikoagulans);
Bisoprolol, Carvedilol, Dilevalol, Nebivolol, Metoprolol (Betablocker);
Atorvastatin (CSE-Hemmer); b-Acetyldigoxin, Digitoxin (Herzglykoside);
Amilorid, Hydrochlorothiazid, Piretanid, Xipamid (Diuretika); Acetyl-
salicylsaure (Thrombozytenaggregationshemmer).

Die aufgelisteten Arzneistoffe stellen einen representativen Querschnitt
der Standardmedikation zur Behandlung der Herzinsuffizienz dar.
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Acetylsalicylsdure (ASS) ergab als einziger der untersuchten Arzneistoffe
eine schlechte Trennung von Furosemid bei der Bestimmung von
Furosemid im Urin. Unter den gegebenen Bedingungen des Trenn-
verfahrens wies ASS nahezu die gleiche Retentionszeit wie Furosemid
auf (vgl. Abb. 3-16 und Abb. 3-17).
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Abb. 3-16: HPLC-FL-Chromatogramm von Leerurin, vor Einnahme
von ASS (100 mg). Methode Furosemid/Urin. ® Ausschluld von ko-
eluierenden Substanzen.
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Abb. 3-17: HPLC-FL-Chromatogramm Urin 60 Minuten nach
Einnahme von ASS (100 mg), Urin gespikt mit Furosemid. Methode
Furosemid/Urin. Mobile Phase: Methanol/Phosphatpuffer (0,02M,;
pH3) im Verhaltnis 54/46 (V/V).

Schon durch eine minimale Anderung der prozentualen Zusam-
mensetzung der mobilen Phase konnte eine Trennung der Peaks
herbeigefihrt werden (Abb. 3-18). Der Anteil von Methanol wurde
geringflgig reduziert, um eine Verschiebung der Retentionszeiten herbei-
zufihren. Das Lo6sungsmittelverhaltnis der mobilen Phase Methanol/
Phosphatpuffer (0,02M; pH3), 54/46 (V/V) ergibt sich nun zu 53/47
(INDIURE-Studie).

Um dennoch moglichen Interferenzen vorzubeugen, wurde nicht nur die
mobile Phase verandert, sondern auch die Tagesdosis von ASS erst nach
Durchfiihrung der Untersuchung am Studientag verabreicht. Die zeitlich
verzbgerte Einnahme von ASS (100 mg) hat keinen EinfluR auf das
Tages-Wirkprofil des Arzneistoffes und dessen therapeutische Wirkung.
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Abb. 3-18: HPLC-FL-Chromatogramm Urin 60 Minuten nach
Einnahme von ASS (100 mg), Urin gespikt mit Furosemid. Methode
Furosemid/Urin. Mobile Phase: Methanol/Phosphatpuffer (0,02M,;
pH3) im Verhaltnis 53/47 (V/V).
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3.11 Gemessene Grofden

3.11.1 Diuretikakonzentrationen
in Plasma/Vollblut und Urin

Nach Validierung des chromatographischen Trennverfahrens zur
guantitativen Bestimmung der Diuretika aus biologischer Matrix, erfolgte
die Ermittlung der Konzentrationen anhand der hierflr aufgestellten
Kalibriergeraden (s. Kap. 6.3.1). Hierbei wird die integrierte Flache des
Substanzpeaks (AUC =area under the curve) mit der eingesetzten
Konzentration der Substanz korreliert. Mit Hilfe der linearen Funktion der
Kalibriergeraden und anhand der ermittelten AUC-Werte konnen die
Konzentrationen berechnet werden.

3.11.2 Elektrolyte, Osmolaritat, Inulin, PAH, Aldosteron,
Plasmareninaktivitat, ANP

Alle im folgenden Kapitel (Kap. 3.11.2) aufgeflihrten Substanzen und
Parameter wurden im Nephrologisch-Pharmakologischen Labor der
Medizinischen Klinik Ttbingen bestimmt.

3.11.2.1 Elektrolyte

Es wurden die Konzentration von Natrium und Kalium flammen-
photometrisch bestimmt. Bei der Flammenphotometrie handelt es sich um
eine Atomemissions-Spektroskopie. Die Methode basiert auf der
Messung der Emission thermisch angeregter Atome. Die Urin- und
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Plasmaproben mit den gelosten Elektrolyten Natrium und Kalium werden
zu diesem Zweck in einer Flamme zerstaubt und das emittierte Licht mit
einem entsprechendem Detektor-System gemessen. Anhand einer
vorgefertigten Standardlésung wird zunachst eine Eichkurve erstellt, mit
Hilfe derer dann der Gehalt an Elektrolyt ermittelt werden kann. Alle
Werte wurden per Doppelbestimmung ermittelt.

3.11.2.2 Osmolaritat

Die Osmolaritat in Plasma und Urin wird mit Hilfe eines Osmometers Uber
die Gefrierpunktserniedrigung gemessen. Die Mel3methode des Osmo-
meters basiert auf dem Prinzip des erniedrigten Gefrierpunktes einer
Losung gegenidber dem des reinen Ldsungsmittels. Dies wird bedingt
durch die bestehende Dampfdruckerniedrigung Uber der Losung.

Es besteht zudem eine Proportionalitat zwischen der Gefrierpunkts-
erniedrigung t und der Konzentration des gelosten Stoffes beziehungs-
weise der Anzahl Mole n pro kg Losungsmittel. Die gemessene Osmo-
laritat besitzt die Einheit mosm/I.

3.11.2.3 Inulin

Inulin ist ein hochmolekulares pflanzliches Reserveprotein und gehort zu
der Gruppe der Fructane. Es ist aus etwa 20 bis 30 Fructofuranose-
einheiten mit einer endstandigen Glucoseeinheit aufgebaut. Es findet
seine Anwendung als Diabetikernahrung und in der klinischen Medizin als
Diagnostikum zur Bestimmung der glomeruléren Filtrationsrate.

Inulin wird tber die Nieren unveréndert und vollstandig ausgeschieden, es
wird glomerular frei filtriert und weder rickresorbiert noch sezerniert.
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Aufgrund dieser gunstigen Eigenschaften ist die renale Clearance des
Fructosepolysaccharids ein Mal3 fur die Bestimmung der glomerularen
Filtrationsrate (GFR). Zur Berechnung werden die Inulinkonzentrationen
in Plasma und Urin benétigt.

Die Gehaltsbestimmung von Inulin erfolgt anhand eines photo-
kolorimetrischen Nachweises von Fructose, welche durch hydrolytische
Spaltung aus Inulin hervorgeht. Die Fructose wird im Sauren zu
5-Hydroxymethylfurfural dehydratisiert. Dieses zerfallt weiter in Furfural
und Formaldehyd, der mit Resorcin nach dem Prinzip Aldehyd + Phenol +
wasserentziehende S&ure zum Oxonol, einem phenolischen Farbstoff
kondensiert.

Dieser rot-violette Farbstoff fallt in &quimolarer Menge zum Inulin an und
kann photometrisch bestimmt werden. Es besteht eine Proportionalitat
zwischen der Absorption des Lichtes und der Inulinkonzentration.
Quantitative Aussagen werden durch die Giltigkeit des Lambert-
Beer'schen Gesetztes ermoglicht (s. Kap. 3.8.1).

Uber eine Standardeichkurve aus Standardvergleichsldsungen bekannter
Konzentrationen kann die Konzentration von Inulin in Plasma und Urin
ermittelt werden.

3.11.2.4 PAH

Paraaminohippursaure ist eine Substanz, die in der klinischen Diagnostik
zur Bestimmung des renalen Plasmaflusses eingesetzt wird. Diese
Substanz wird in den Tubulus der Niere glomerular frei filtriert und
zusatzlich sezerniert. Die Extraktionsrate von PAH liegt beim Menschen
wahrend einer Nierenpassage bei etwa 90% [71]. Durch diese Eigen-
schaft der nahezu vollstdndigen Extraktion des Stoffes bei einer
Nierenpassage, kann der renale Plasmaflul3 tGber den Clearance-Wert
bestimmt werden [71].
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Die Gehaltsbestimmung von p-Aminohippursaure beruht auf der
Diazotierung der Aminogruppe am Aromaten und einer anschlieRenden
Kupplung zur farbigen Azo-Verbindung, deren Absorption innerhalb eines
gewissen Bereiches der PAH-Konzentration der Proben proportional ist
und photometrisch bestimmt werden kann.

Die Aminogruppe in para-Stellung wird zunédchst mit Natriumnitrit
diazotiert und der Nitritiberschufd mit Amidosulfonséure gebunden. Durch
Zusatz von bromwasserstoffarmem a-Naphtylamin entsteht dann mit dem
diazotierten p-Aminohippurat ein roter Azofarbstoff. Anhand dieses
Farbstoffes kann, wie schon bei Inulin, Gber Standardvergleichslésungen
mit bekannten Konzentrationen eine Eichkurve erstellt werden, mit Hilfe
derer der Gehalt an PAH in Urin und Plasmaproben ermittelt werden
kann.

3.11.2.5 Aldosteron

Aldosteron ist das wichtigste Mineralcorticoid, das in der Nebenniere
gebildet wird. Es ist an der Regulation des Elektrolyt- und Wasser-
haushaltes beteiligt und verantwortlich fir die renale Rickresorption von
Natrium- und Chloridionen sowie die Ausscheidung von Kalium- und
Wasserstoffionen. Hierdurch steigt die extrazellulare Osmolaritat und die
Wasserretention. Die biologische Wirkung wird an der Niere durch Angriff
am distalen Tubulus erreicht.

Produktion und Ausschittung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde
kann durch verschiedene Faktoren beeinflul3t werden, dazu gehoren
Volumenanderungen in den GefaRen, Anderungen der Nierendurch-
blutung und der Natriumkonzentration im distalen Tubulus der Niere
sowie EinfluBnahme durch das Renin-Angiotensin-System.

Das Verfahren zur Bestimmung von Aldosteron beruht auf dem
Grundprinzip des Radioimmunoassays, wobei radioaktive und nicht
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radioaktive (Probe) Antigene um eine begrenzte Anzahl von Bindungs-
stellen hochspezifischer Antikdrper konkurrieren. In dieser Reaktion
bilden markiertes und unmarkiertes Antigen mit dem Antiserum Antigen-
Antikorper-Komplexe. Die Komplexbildung strebt nach dem Massen-
wirkungsprinzip ein Gleichgewicht an. Die Menge von '*J markiertem
Antigen, das an die Antikérper gebunden ist, ist umgekehrt proportional
zur Analytkonzentration der Probe. Nach Trennung des freien Antigens
von gebundenem Antigen wird das verbleibende Prazipitat im Gamma-
counter gemessen [72].

3.11.2.6 Plasmareninaktivitat (PRA)

Renin stellt ein proteolytisches Enzym dar, das von den juxtaglomerularen
Zellen der Niere gebildet wird. Das Gewebshormon Renin wandelt als
Protease das Angiotensinogen | des Blutplasmas in Angiotensin | um, aus
dem dann mittels des sogenannten Converting Enzyme Angiotensin Il
entsteht (Renin-Angiotensin-System). Die wichtigsten biologischen
Aktivitaten von Angiotensin Il sind die Vasokonstriktion und die Regulation
der Synthese und Freisetzung von Aldosteron, das die Elektrolytbilanz
moduliert. Daher ist das System Uber verschiedene Mechanismen bei der
Regulation des Blutdrucks involviert.

Ein wirksamer Stimulus fir die Reninabgabe in das Blut und damit fir die
Auslosung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Mechanismus (s. Kap.
3.11.2.5) ist neben der Hypovolamie und dem Blutdruckabfall die
Hyponatridmie. Renin ist somit ein wichtiger Bestandteil im Regelkreis
des Natriumhaushaltes.

Uber die Messung der Plasmareninaktivitat (PRA) ist es folglich mdglich,
die Aktivitat des Systems zu bewerten.

Die Konzentration beziehungsweise Aktivitdt von Renin im Plasma wird
nicht direkt, sondern indirekt tiber den Umsatz von Angiotensin | anhand
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der radioimmunologischen Bestimmungen von Angiotensin | ermittelt. Vor
der radioimmunologischen Bestimmung wird das Plasma inkubiert und
unter standardisierten Bedingungen wird durch Renin Angiotensin |
gebildet. Die abschlieRende Messung basiert wiederum auf dem Test-
prinzip des Radioimmunoassays (s. Kap. 3.11.2.5) [73].

3.11.2.7 ANP

ANP ist die Abklrzung fur atriales natriuretisches Peptid — ein Hormon
das vorwiegend vom Herzen synthetisiert wird. Es wirkt als Vasodilatator
und tragt zur kardiovaskularen und renovaskularen Homoostase bei.
Wichtigster Reiz flr die Ausschittung von ANP aus den Myokardzellen
des Vorhofs in das Blut ist die Dehnung des Vorhofmyokards bei
Zunahme des vendsen Blutvolumens (Vorlast). Die physiologische
Wirkung des Peptids besteht in der Suppression der Aldosteronbio-
synthese, der Steigerung der renalen Natriumausscheidung und der
Dilatation peripherer Ateriolen und Venolen, vor allem an der Niere.

ANP wirkt somit auf die Nieren, die Nebennieren und das Gefal3system
ein. Die Wirkung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird
daher durch ANP antagonisiert. Folge der biologischen Aktivitdt von ANP
ist eine Abnahme des zirkulierenden Blutvolumens, Erniedrigung des
Blutdrucks sowie Anstieg der Herzfrequenz.

Das Bestimmungsverfahren von ANP aus Plasma erfolgt durch einen
Radioimmunoassay (s. Kap. 3.11.2.5) nach vorausgehender Fest-
phasenextraktion [74].
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3.11.3 Linksventrikulare Funktion (LVF)

Die Bestimmung der linksventrikularen Funktion (LVF) des Herzens
erfolgt anhand echokardiographischer Messungen der Ejektionsfraktion
nach Teichholz (EF) sowie der Verkirzungsfraktion (FS = fractional
shortening).

Alle Echokardiographien wurden vom gleichen Untersucher durchgefuhrt.

3.12 Berechnete Grdl3en

3.12.1 Clearance

Der Begriff Clearance ist allgemein definiert als virtuelles Plasmavolumen
das pro Zeiteinheit von der betreffenden Substanz befreit wird.

Die renale Clearance ist ein Mal3 fur die Elimination eines Stoffes aus
dem Blutplasma bei der Nierenpassage. Die Clearance gibt den Teil des
renalen Plasmaflusses an, der pro Minute von dem betreffenden Stoff
vollstandig befreit wird.

Die Clearance ergibt sich somit rechnerisch aus der pro Minute mit dem
Urin ausgeschiedenen Menge einer Substanz dividiert durch deren
Plasmakonzentration.

_ Cyin *Urinvolumen
Cpiasma *XZ€iteinheit

Cl

[Ml/min]
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Alle Clearances wurden nach der obengenannten Grundformel berechnet
und auf die Standardkérperoberflache von 1,73 m? normiert.

3.12.2 Glomerulére Filtrationsrate (GFR)

Weiterhin kann mit Hilfe der Clearance die glomerulére Filtrationsrate
(GFR) bestimmt werden. Diese bezeichnet das Filtratvolumen, das in
samtlichen Glomeruli der Niere pro Zeiteinheit abgeprel3t wird. Es qilt, fir
eine Substanz, die im Glomerulus unbehindert (frei) filtriert und im
Tubulus weder rickresorbiert noch sezerniert wird, ist die renale
Clearance identisch mit der glomerularen Filtrationsrate. Das Fructose-
polysaccharid Inulin ist eine Substanz mit den genannten Eigenschaften.
Die berechnete Inulin-Clearance wird dabei auf die Standard-
kérperoberflache von 1,73 m? normiert.

GFR» Cl | iin [ml/min]

GER = Curin INUlin>Urinvolumen 1,73

: ———— X [mI/min/1,73m?]
Chpiasma I NUIIN XZeiteinheit iKO

IKO = Individuelle Korperoberflache
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3.12.3 Systemische Hamodynamik

3.12.3.1 Arterieller Mitteldruck (MAP)

Als Parameter fir die systemische Hamodynamik wurde der arterielle
Mitteldruck herangezogen.

Der arterielle Mitteldruck (MAP — mean arterial pressure) wurde aus den
Mittelwerten dreier unabhangiger Messungen am Untersuchungstag nach
folgender Formel berechnet:

+ )
MAP = RRsys 32RRd|a [mmHg]

wobei RRgys den systolischen Wert und RRgi, den diastolischen Wert der
Blutdruckmessung nach Riva-Rocci darstellt.

3.12.4 Renale HAmodynamik

3.12.4.1 Effektiver Renaler Plasmaflul3 (ERPF)

Der effektive renale Plasmafluld (ERPF) wurde aus der gemessenen
PAH-Clearance (Clpan) und der fir den Menschen bestimmten 90% PAH-
Extraktion wéahrend einer Nierenpassage nach unten stehender Formel
berechnet und auf die Standardkérperoberflache von 1,73 m? normiert
[71].
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1 173 [ml/min/1,73m?]

ERPF = — xCl x——
0.9 PAH KO

IKO = Individuelle Korperoberflache

3.12.4.2 Renaler Blutflul3 (RBF)

Der renale BlutfluR (RBF) wurde berechnet aus dem effektiven renalen
Plasmaflud (ERPF) sowie dem Anteil der zellularen Bestandteile am
gesamten Blutvolumen — dem Hamatokrit (HK) als:

RBF = ERPF x— — [m/min/1,73m?]

(1- HK)

3.12.4.3 Filtrationsfraktion (FF)

Die Filtrationsfraktion (FF) wurde anhand der ermittelten glomerularen
Filtrationsrate (GFR) und den berechneten Werten des effektiven renalen
Plasmaflusses (ERPF) wie folgt berechnet:

_ GFR -
ERPF
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3.12.4.4 Renovaskularer Widerstand (RVR)

Der renovaskulare Widerstand (RVR) gilt als Mal3 fur den Gesamt-
widerstand im Gefal3strombett der Niere und wurde unter Einbeziehung
des arteriellen Mitteldrucks (MAP) und des renalen Blutflusses (RBF)
berechnet als:

MAP
RBF

RVR =

x80 [kdyn>sxm™]

3.12.5 Tubulare Parameter

3.12.5.1 Natriumausscheidung (Ena.)/
Diuretikumausscheidung (Epiv)

Die Ausscheidungsrate (Ena)/(Epiy) gibt die  Stoffmenge bzw.
Konzentration einer Substanz ([...]) an, die pro Zeiteinheit mit dem Urin
ausgeschieden wird. Sie wird berechnet als:

Ena = [Na] xHarnflul? [mmol/min]

Epi, =[Diu] xHarnflul3 [Lg/min]
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3.12.5.2 Fraktionelle Natriumausscheidung (FEna)/
Fraktionelle Diuretikumausscheidung (FEpiy)

Die fraktionelle Ausscheidung (FEna)/(FEpi,) gibt die Ausscheidung der
Substanz in Prozent der pro Zeiteinheit filtrierten Menge an und wurde
folgendermal3en berechnet:

_[Na],, xHarnflu3
N2 [Nal g, *GFR

FE x100 [%6]

FE_ = [Diu ], xHarnfluf3
' [DiU] pag XGFR

x100 [%6]

3.12.5.3 Kumulative Natriumausscheidung (ECya.)/
Kumulative Diuretikumausscheidung (ECp;y)

Die kumulative Ausscheidung (ECya)/(ECpiy) gibt die Summe der in jeder
Sammelperiode (t) ausgeschiedenen Menge an Natrium bzw. Diuretikum
Uber die gesamte Zeitdauer an. Sie berechnet sich nach folgender
Formel:

ECy\. =Q Epa [mmol]
t=1
n

EChi, = 21 EDiu [mmol]

n = Anzahl der Sammelperioden t
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3.12.5.4 Natriuretische Effizienz (ECnapiu)

Die Natriuretische Effizienz (ECnapiu) gilt als Mald flr die natriuretische
Wirkstarke. Sie berechnet sich als die kumulativ pro Zeiteinheit
ausgeschiedene Menge an Natrium pro Einheit an sezerniertem
Diuretikum.

ECNa/piu = o
Diu

[umol/ug]

3.13 Statistik

Die statistische Auswertung der vorliegenden Studien wurde in
Zusammenarbeit mit dem Institut flr Medizinische Informations-
verarbeitung der Universitat Tabingen durchgefuhrt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit 1. Art wurde auf a =0,05 festgelegt.
Hieraus ergab sich bei intraindividuellem Vergleich und den erwarteten
Anderungen der Zielvariablen ein erforderlicher Stichprobenumfang von
minimal N = 10 Patienten (Studie I) bzw. N = 11 Patienten (Studie II).

Fur die demographischen und anamnestischen Merkmale der Studien-
kollektive wurden deskriptive Mal3zahlen errechnet. Metrische Merkmale
wurden durch Mittelwert und Standardabweichung sowie durch Angabe
der Minima und Maxima beschrieben. Fir nicht normalverteilte Grol3en
wurde zusatzlich der Medianwert berechnet.

Alle Zielparameter wurden pro Zeiteinheit als Mittelwerte + Standard-
abweichung protokolliert. Als Bezugsgrof3e zur Beurteilung der Arznei-
mitteleffekte wurde jeweils der Mittelwert der Steady-State-Ausgangs-
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werte herangezogen. AnschlieBend wurden pro Zielparameter und
Zeiteinheit die absoluten und relativen Differenzen (d) zum mittleren
Ausgangswert berechnet. Fur die bivariate Betrachtung von Exkretions-
rate des Diuretikums und fraktioneller Natriumausscheidung wurden die
Werte flr die Diuretikumausscheidung klassiert und gegentber der
fraktionellen Natriumausscheidung als kontinuierlicher Variable aufge-
tragen (Studiel). Diese Betrachtungsweise war aufgrund des inter-
individuell sehr unterschiedlichen Zeitverlaufes aus statistischen Grinden
angebracht.

Zur Beschreibung der pharmakokinetischen KenngroRen wurden die
Daten individuell nach dem entsprechenden pharmakokinetischen Modell
gefittet (TopFit). Alle Variablen wurden mittels Shapiro-Wilks-Test auf
Normalverteilung geprift. Zur Prifung der Mittelwertsdifferenzen auf
Unterschiede kamen zusatzlich folgende Verfahren zur Anwendung:
Student-Test (t-Test), U-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney, Friedman-
Test.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Plasma/Vollblut- und
Urinproben aus den klinischen Studien

4.1.1 Pharmakologische Grundlagen

Pharmakologische Aussagen uber die Wirksamkeit eines Arzneistoffs
werden allgemein Uber eine Korrelation der Arzneistoffkonzentrationen
am Wirkort mit klinisch mef3baren Parametern der Wirkung ermittelt. Dies
stellt eine Verknipfung von Pharmakokinetik und Pharmakodynamik
eines Wirkstoffs dar.

Die Pharmakokinetik befafl3t sich mit der Konzentrationsveranderung
eines Pharmakons im Organismus in Abhangigkeit von der Zeit. Hierzu
gehoren Teilprozesse wie Resorption, Verteilung, Biotransformation und
Elimination des Wirkstoffs. Die meisten Pharmaka werden Uber die Blut-
bahn an ihren Wirkort transportiert. Eine Plasmaspiegelkurve (Konzen-
trations-Zeit-Kurve) spiegelt in diesem Fall die kinetischen Vorgange im
Organismus wieder.

Diuretika weisen die Besonderheit auf, dal3 sie zuné&chst renal eliminiert
werden mussen, bevor sie ihren Wirkort erreichen. So stellt erst die
tatsachlich in den Urin ausgeschiedene, nichtmetabolisierte Substanz-
menge, die relevante Arzneistoffkonzentration am Wirkort dar. Diesem
Sachverhalt mul3 bei der Auswertung der klinischen Studien Rechnung
getragen werden.

Die Pharmakodynamik gibt Auskunft Gber die Wirkung des Pharmakons
am Wirkort und Uber die Vorgange bei der Wechselwirkung mit dem
Rezeptor sowie dem daraus hervorgehenden pharmakologischen Effekt.
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Um eine Aussage Uber die Wirksamkeit eines Diuretikums treffen zu
kénnen ist es wichtig, die diuretische Wirkung mit der ausgeschiedenen
Menge an Diuretikum zu korrelieren. Die diuretische Antwort kann utber
verschiedene GroRen der Natriumausscheidung dargestellt werden,
hierbei tritt die fraktionelle Natriumausscheidung als tbliches Mal3 fir die
natriuretische Wirkung auf.

4.1.2 Identifizierung

Die aufbereiteten Analysenproben wurden mittels der HPLC-FL- bzw. der
HPLC-UV-Kopplung untersucht.

Die Identifizierung des zu untersuchenden Analyten erfolgte anhand eines
Vergleichs der Chromatogramme und der Retentionszeiten der jeweiligen
Substanz (Bumetanid, Furosemid, Indapamid) aus den Standardlésungen
mit denen aus biologischer Probenmatrix gewonnenen Verbindungen.
Zusatzlich wurde von jedem Probanden bzw. Patienten vor jeder Analyse
das Leerplasma/-urin bestimmt und in einem zweiten Schritt dieses mit
einer festgelegten Konzentration gespikt und vermessen. Eine Vergleich
dieser beiden Chromatogramme gibt Auskunft Gber die Retentionszeit des
gesuchten Analyten und zeigt gleichzeitig mdgliche koeluierende endo-
gene Substanzpeaks auf. Es zeigte sich, dafld bei keinem der Proban-
den/Patienten korpereigene Substanzen auftraten, die mit dem zu
untersuchenden Analyten interferierten.
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4.1.3 Quantifizierung

Uber die Hochleistungs-Fliissigchromatographie wurden die Studien-
medikamente (Bumetanid, Furosemid und Indapamid) mittels der in
Kapitel 3.5 bzw. Kapitel 6 vorgestellten optimierten sowie validierten
Methodenverfahren bestimmt. Die Ermittlung der vorliegenden Konzen-
trationen pro abgenommener Probe wurde anhand der, flr das jeweilige
Analyseverfahren errichteten, Kalibriergeraden erstellt. Die Kalibrier-
gerade stellt einen Teil des Validierungsverfahrens zur Absicherung der
chromatographischen Trennmethoden dar und wurde statistisch gepruft
(s. Kap. 6.3).
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4.2 Ergebnisse Studie |

4.2.1 Ausgangsparameter

Zur Beurteilung der pharmakokinetischen/-dynamischen Unterschiede
zwischen den beiden Diuretika ist es entscheidend, an beiden Unter-
suchungstagen gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen. Besonderer
Wert wurde hierbei auf eine ausgeglichene Flussigkeits- und Elektro-
lytbilanz Gber die jeweils zwei vorausgegangenen Tage gelegt.

4.2.1.1 MAP, Flussigkeits- und Elektrolythomé&ostase

Alle Probanden zeigten an beiden Untersuchungstagen einen
vergleichbaren mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) sowie eine
ausgeglichene Flissigkeits- und Elektrolytbilanz. Hinsichtlich Hamatokrit
(HK), Plasmareninaktivitat (PRA) und der Hormonspiegel von Aldosteron
und ANP, als Mal3 flir den Flissigkeits- und Elektrolythaushalt des
Korpers, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die einzelnen
Werte sind in Tab. 4-1 als Mittelwerte aller Probanden am jeweiligen
Untersuchungstag aufgefthrt. Die mittlere Natriumzufuhr, berechnet aus
dem Mittelwert der Natriumausscheidung in zwei aufeinanderfolgenden
Sammelurinen betrug 9,1 £ 2,7 (BUM) und 9,3 £ 3,6 (FUROQO) g/24h.
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Tab. 4-1: Basisparameter vor Beginn der Studie am Untersuchungstag

Vor Untersuchung Bumetanid Furosemid
MAP MmHg 97 +8 96 +9
Hk % 39,0+£5,2 39,3+35
PRA NGang/ml/h 2,37 2,47 2,12 +1,85
Aldosteron pg/mi 143,4 + 87,4 143,8 £ 86,2
ANP pg/ml 79,3 + 33,6 82,7+27,1
Na-Zufuhr g/24h 9,127 9,3+3,6

4.2.2 Ergebnisse Pharmakokinetik

Zur Ermittlung pharmakokinetischer Kenndaten wurde die Konzentration
der untersuchten Diuretika in Plasma und Urin bestimmt. Durch die i.v.-
Gabe der Arzneistoffe fallen Teilprozesse der Pharmakokinetik, wie
Auflésung des Wirkstoffes und Absorption aus dem Gastrointestinal-Trakt,
weg. Der Arzneistoff gelangt direkt in die Blutbahn, wodurch auch ein
maoglicher First-Pass-Effekt keine Rolle spielt. Fir die Auswertung der
Studie zeigen biotransformatorische Prozesse keinen Einflu3, da nur der
nichtmetabolisierte Anteil des Diuretikums wirksam ist und quantitativ
bestimmt wird.

Im folgenden wird zunéachst die Pharmakokinetik beider Diuretika
deskriptiv beschrieben und anschlieRend zusammenfassend gegentiber-
gestellt.
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4.2.2.1 Plasmaspiegelkurven von Bumetanid

Mit Hilfe des entwickelten Analyseverfahrens wurden die Konzentrationen
von Bumetanid in Plasma bestimmt (Abb. 4-1). Alle ermittelten Werte
befanden sich im Nanogrammbereich und konnten mit dem angewandten
Analyseverfahren ohne Schwierigkeiten gemessen werden.

Die Plasmaspiegelkurven weisen in ihrem Verlauf interindividuelle
Unterschiede auf. Insgesamt tritt aber bei allen Kurven die gleiche
Charakteristik auf: In den ersten zwei Stunden wird ein ,steady state” mit
konstanten Plasmaspiegeln aufrechterhalten, anschlieRend zeigen alle
Kurven einen Anstieg der Plasmakonzentrationen. Dieser Konzentrations-
anstieg nach 120 Minuten resultiert aus der Gabe von Probenecid (2 mg
p.o.).

Plasmaspiegel Bumetanid

——#1GD
—o—#3 HK
#4 1P
80 ~ —*—#5NR
——#7 UR
—e—#8 UG
—+—#10CS
—#11 MO
#12 MB
—+—#13 SP
—=—# 14FS
——#16 AK
—>— MW

70 1

60 -

50 4

40 A

30 4

Cpsum [ng/ml]

20 A

10 A

0 60 120 180 240 300 360 420
Zeit [min]

Abb. 4-1: Plasmaspiegelkurve fir Bumetanid — Studie |
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4.2.2.2 Plasmaspiegelkurven von Furosemid

Mittels des beschriebenen Analyseverfahrens zur Bestimmung der
Konzentrationen von Furosemid aus Plasmaproben wurden fur alle
12 Probanden der Klinischen Studie die Plasmaspiegelkurven erstellt
(Abb. 4-2). Alle Konzentrationen befanden sich im Mikrogrammbereich
und konnten Uber die gesamte Zeitdauer der Studie problemlos bestimmt
werden.

Im Bereich der ersten 120 Minuten wird fir alle Probanden ein ,steady
state” der Plasmakonzentrationen festgestellt. Als Folge der oralen Gabe
von Probenecid (bei t =120 min) ist bei allen Probanden, trotz inter-
individueller Schwankungen, ein vergleichbarer Anstieg der Plasma-
konzentrationen zu verzeichnen.

Dieses Verhalten steht in Analogie zu dem zuvor beschriebenen
Kurvenverlauf unter Infusion von Bumetanid.

Plasmaspiegel Furosemid

——#1GD
—o—#3 HK
#4 1P
——#5NR
2,0 A —*—#7 UR
—e—#8 UG
—+—#10CS
——#11 MO
#12 MB
——#13 SP
—=—#14FS
——#16 AK
—>— MW

2,4

1,6 1

1,2 1

Cpruro [Hg/ml]

0,8 1

0,4 1

0,0

0 60 120 180 240 300 360 420
Zeit [min]

Abb. 4-2: Plasmaspiegelkurve fur Furosemid — Studie |
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4.2.2.3 Urinkonzentrationen von Bumetanid

Anhand der ermittelten Konzentrationen von Bumetanid im Urin pro
gesammelter Zeitperiode wurden fur alle 12 Probanden der Klinischen
Studie die Ausscheidungsraten errechnet (Abb. 4-3).

Nach 120 Minuten eines steady states ist bei allen Probanden eine
Abnahme der Urinausscheidungsrate festzustellen. Der Abfall der
Diuretikaexkretion in den Urin ist ab dem Zeitpunkt der Probenecidgabe,
vier Sammelperioden nach Beginn der Studie (120 min), zu vermerken.

Urinausscheidung Bumetanid

——#1 GD
—o—#3 HK
50 - #4 1P
—%—#5NR
4.5 1 ——#7 UR
4,0 1 ——#8 UG
35 - ——#10CS
— #11 MO
#12 MB
—o—#13 SP
—=—#14FS
——#16 AK
=S MW

3,0 1
2,51
2,0 A
1,5 1
1,0 1
0,5 1
0,0

Ausscheidungsum [pHg/min]

0 60 120 180 240 300 360 420
Zeit [min]

Abb. 4-3: Urinausscheidungsraten fir Bumetanid — Studie |

Auch hier treten, wie bei den Plasmaspiegelkurven, interindividuelle
Unterschiede in der Ausscheidungsrate auf. Ausgepragte Schwankungen
zwischen aufeinanderfolgenden Perioden (z.B. Proband 11-MO) sind am
ehesten auf eine nicht vollstandige Entleerung der Blase und damit auf
ein in der nachfolgenden Periode falsch hohes Urinvolumen zurlck-
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zufuihren. Dies spielt vor allem in den 15-Minuten-Perioden nach Gabe
von Probenecid eine Rolle. Fir die Ermittlung der Ausscheidungsraten
gehen neben den Diuretikakonzentrationen auch die Zeitperiode und das
Urinvolumen in die Berechnung mit ein. Falsch hohe Werte der Urin-
volumina flhren dann zu einer Fehlerpotenzierung und treten im
Diagramm als auffallige Spitzen in Erscheinung.

Bei Proband 16-AK erfolgte keine Urinabgabe zum Zeitpunkt t = 150 min.
Fur Parameter, bei denen die Zeitperioden zur Berechnung der Werte
miteingehen, wurde fur die darauffolgende Periode ein Zeitintervall von
30 min statt 15 min herangezogen (Intervall: 135 min — 165 min).

4.2.2.4 Urinkonzentrationen von Furosemid

Mit Hilfe der chromatographischen Analyse (HPLC) wurden die Kon-
zentrationen von Furosemid in den Urinproben der einzelnen Teilnehmer
der klinischen Studie ermittelt. Unter Einbeziehung der Zeitperiode und
des abgelesenen Urinvolumens kénnen die Ausscheidungsraten in den
Urin berechnet werden (Abb. 4-4).

Die einzelnen Kurvenverlaufe weisen konstante Raten (steady state) flr
die ersten 120 Minuten auf. Nach der sodann erfolgten Gabe von Probe-
necid kommt es auch fir Furosemid zu einer Abnahme der Ausscheidung
in den Urin.

Auffallige Schwankungen in den Ausscheidungsraten aufeinander-
folgender Perioden (vgl. Proband 1-GD, Proband 8-UG) lassen auch hier
eine unzureichende Entleerung der Blase vermuten (s. Kap. 4.2.2.3).

Bei Proband 4-IP konnte in zwei aufeinanderfolgenden Sammelperioden
(t =150, 165 min) kein Urin erhalten werden. Fir die Berechnung der
nachfolgende Periode wurde daher statt drei Zeitperioden zu 15 min ein
Zeitintervall von 45 min eingesetzt.
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Urinausscheidung Furosemid

——#1GD
—o— #3 HK
#4 1P
180 ~ —%—#5NR
—%—#7 UR
——#3 UG
140 ~ 4+ #10CS
120 - ——#11 MO
#12 MB
100 1 —o—#13 SP
—= #14FS
—a—#16 AK
= MW

160 +

80 A
60 -

40 A
20 A

Ausscheidungruro [Hg/min]

0 60 120 180 240 300 360 420
Zeit [min]

Abb. 4-4: Urinausscheidungsraten fur Furosemid — Studie |

4.2.2.5 Zusammenfassende pharmakokinetische Betrachtung

Nach einer einmaligen Bolusgabe zur Aufsattigung des Diuretikums fihrte
die anschlielende Dauerinfusion zu einem Gleichgewichtszustand der
Konzentrationen in Plasma und Urin, dem ,steady state* (Tab. 4-2). Zur
Berechnung der Basiswerte flr die Steady-State-Konzentrationen in
Plasma und Urin wurden die Werte aus den ersten vier Sammelperioden
herangezogen und der Mittelwert gebildet.

Nach zwei Stunden Steady-State-Zustand wurde durch Gabe von
Probenecid (2mg p.o.) eine fortschreitende Hemmung der tubularen
Sekretion erreicht. Die Verabreichung von Probenecid zeigte Auswir-
kungen auf die Pharmakokinetik der Steady-State-Spiegel der Diuretika
wie in Tab. 4-2 dargestellt.
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Die Einnahme von Probenecid resultierte in einem zunehmenden Anstieg
der Plasmakonzentrationen. Unter Bumetanid ist ein Anstieg um das
1,9 £0,48-fache und fir Furosemid um das 1,7 £0,43-fache zu
verzeichnen. Betrachtet man den Zeitverlauf bis zum Erreichen der
maximalen Konzentration (Cpax), SO zeigen sich hier geringe Unterschiede
fur die beiden Diuretika. Unter Bumetanid-Infusion wurde nach
165 £ 61 min das Konzentrationsmaximum erreicht, wohingegen bei
Infusion von Furosemid dieses nach 218 + 14 min erreicht wurde.

Diese Differenz liegt unter anderem darin begrindet, dal3 die Plasma-
spiegel von Furosemid im Beobachtungszeitraum kontinuierlich anstei-
gen, wohingegen fur Bumetanid, nach einem initial starkem Anstieg, nur
noch eine geringe Zunahme der Plasmaspiegel beobachtet wurde. Dies
ist vermutlich in der unterschiedlichen nichtrenalen bzw. bilidren Elimina-
tion der beiden Arzneistoffe begrindet (vgl. Kap. 3.1.2.1 und 3.1.2.2).

Als wichtiger erweist sich der nahezu Ubereinstimmende zeitliche Verlauf
der beiden Substanzen beziglich des Abfalls der Diuretikumaus-
scheidung in den Urin. Zudem kommt es zu einer Abnahme der renalen
Clearance. Die Abnahme findet sowohl fiir die Diuretikumausscheidung
als auch fur die renale Clearance in gleichem Ausmall statt. Die Exkretion
des Diuretikums wurde bei maximaler Hemmung um 60 = 11% (BUM)
bzw. 63 £16% (FURO) gesenkt, wahrend die renale Clearance eine
Abnahme um 85 % 5,5% fir Bumetanid und 82 £ 6,8% fur Furosemid
erfuhr. Trotz interindividueller Unterschiede, zeigte der intraindividuelle
Vergleich der beiden Diuretika an den Untersuchungstagen eine
durchgehende Ubereinstimmung hinsichtlich des Abfalls der Exkretions-
rate und der renalen Clearance. Die proximal-tubuldre Sekretion wurde
bei beiden Substanzen im gleichen Ausmal durch Probenecid inhibiert.
Bei diesem intraindividuellen Vergleich traten keine statistischen Unter-
schiede auf. Die Werte sind in Tab. 4-2 protokolliert.
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Tab. 4-2: Mittelwerte der pharmakokinetischen Parameter fir Bumetanid und
Furosemid im ,steady state“ (oberes Feld) und nach Gabe von Probenecid

(p.0.) (unteres Feld). * p < 0,05 vs. Furosemid

Ausgangswerte steady state | Bumetanid Furosemid
Co ng(ug)/ml 12,9 + 2,23 0,54 + 0,11
Ebiu pg/ml 1,80 + 0,38 70,2+ 20,4
Clpiy ml/min 140 + 19,8 130,1 + 24,8
Nach Probenecid-Gabe Bumetanid Furosemid
delta C, % 180 + 48 171 + 43

Zeit min 165+ 61* 218+ 14
delta Epjy % -60+11,4 -63 £ 15,9

Zeit min 100 £ 49 107 £ 57
delta Clpjy % -85+5,5 -82+6,8

Zeit min 116 £ 50 143 + 56

Die Konzentrations-Zeit-Kurven veranschaulichen die Anderungen der
Konzentrationsverhéaltnisse auch optisch. Im Zeitraum 0-120 min ist fur
beide Diuretika in Plasma und Urin ein jeweils gleichmafiger Kurven-
verlauf — die Basislinie im ,steady state” — zu erkennen. Erst nach oraler
Gabe von Probenecid werden die Anderungen in den Konzentrations-
verlaufen der Diuretika sowohl in Plasma wie auch in Urin deutlich. Die
Pharmakokinetik von Bumetanid und Furosemid ist fir Plasma und Urin
jeweils in einem Diagramm (Abb. 4-5 bzw. Abb. 4-6) dargestellt und
spiegelt den gegensatzlichen Verlauf der Kurven wider. Die Daten stellen
Mittelwerte aller pro Zeitperiode erhaltenen Konzentrationswerte dar, die
aus den Plasma und Urinproben der einzelnen Probanden ermittelt
wurden.
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Abb. 4-5: Diagramm Pharmakokinetik Bumetanid — Studie I. Linke y-
Achse: Bumetanidausscheidung im Urin. Rechte y-Achse:
Plasmakonzentration von Bumetanid. Darstellung aus den Mittel-
werten der zwolf Probanden. (o - Plasmakonzentration; D - Urinaus-
scheidung)
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Abb. 4-6: Diagramm Pharmakokinetik Furosemid — Studie I. Linke y-
Achse:  Furosemidausscheidung im Urin. Rechte y-Achse:
Plasmakonzentration von Furosemid. Darstellung aus den Mittelwerten

der zwolf Probanden. (@ = Plasmakonzentration;

A = Urinausschei-
dung)

4.2.3 Ergebnisse Pharmakodynamik

4.2.3.1 Renale Himodynamik und Natriumausscheidung

Fur die Steady-State-Ausgangswerte von GFR, Harnflul3, absoluter und

fraktioneller  Natriumausscheidung ergaben sich aufgrund der

Dosistitration an den beiden Untersuchungstagen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Diuretika. Die fraktionelle Natrium-
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ausscheidung lag hierbei im Mittel bei 10,0 = 1,7% fur Bumetanid und fur
Furosemid bei 10,5 + 1,5%. Die Ergebnisse der renalen Hamodynamik
und der Natriurese sind in Tab. 4-3 dargestellt.

Tab. 4-3: Wichtige Parameter der Steady-State-Ausgangswerte

Ausgangswerte steady state Bumetanid Furosemid
GFR ml/min/1,73m? 87 +6,7 85+ 7,0
HF ml/min 23,3+£3,34 23,3+2,22
Ena mmol/min 1,33+0,28 1,38 £ 0,28
FEna % 10,0+1,7 10,5+1,5

Nach Gabe von Probenecid wurde sowohl unter Bumetanid als auch
unter Furosemid ein signifikanter Abfall der fraktionellen Natrium-
ausscheidung deutlich. Bei einem vergleichbaren Grad der tubularen
Sekretionshemmung des Diuretikums war jedoch der Abfall der
fraktionellen Natriumausscheidung unter Furosemidgabe merklich starker
ausgepragt als unter Bumetanid. Individuelle Daten fir die Hemmung der
Ausscheidungsrate der Diuretika wurden, aufgrund der interindividuell
sehr unterschiedlichen Zeitverlaufe, fir den Vergleich der natriuretischen
Antwort klassiert.

Der Zusammenhang zwischen Hemmung der Diuretikumausscheidung
und dem Riulckgang der fraktionellen Natriumausscheidung als Mal3 flr
den “Wirkungsverlust® ist in Abb. 4-7 gezeigt.
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Abb. 4-7: Ergebnis der pharmakodynamischen Auswertung — Studie I:
Darstellung der fraktionellen Natriumausscheidung (Abnahme in %)
aufgetragen gegen die Sekretionshemmung des ausgeschiedenen
Diuretikums.

Die gesamtnatriuretische Antwort erfahrt eine Einschétzung ulber die
kumulative Natriumausscheidung. Vergleicht man die kumulative Natrium-
ausscheidung Uuber die Zeitdauer von 4 Stunden nach Probenecid-
einnahme, so werden auch hier Unterschiede zwischen den beiden
Diuretika deutlich. Unter Infusion von Bumetanid war die kumulative
Natriumausscheidung hoher als unter Furosemid-Infusion (174 + 27 vs.
145 = 22 mmol), wie in Abb. 4-8 dargestellt. Beim intraindividuellen
Vergleich zeigte sich diese Differenz als signifikant unterschiedlich.
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Abb. 4-8: Ergebnis der pharmakodynamischen Auswertung —
Studie I:  Kumulative Natriumausscheidung des jeweiligen
Diuretikums als Darstellung der Einzelwerte und des Mittelwertes
der Probanden. * p < 0,05 vs. BUM (gepaarter t-Test)

Uber die ,natriuretische Effizienz* laRt sich die Wirksamkeit bzw. die
natriuretische Wirkstéarke der beiden Diuretika vergleichen und bewerten.
Der Vergleich der natriuretischen Effizienz (berechnet als kumulative
Natriumausscheidung pro Einheit [ug] an ausgeschiedenem Diuretikum)
zeigte nach Probenecidgabe fir Bumetanid einen geringeren Wirkungs-
verlust als fur Furosemid.
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Unter Steady-State-Bedingungen betrug die natriuretische Effizienz flr
Bumetanid 750 £ 130 umol/ug und far Furosemid 21 + 6,0 umol/ug.
Hieraus ergibt sich ein Effizienz-Verhaltnis (Bumetanid zu Furosemid) von
38,4 £9,9. Bei maximaler Hemmung der Diuretikaausscheidung (Epi)
zeigte sich ein Ruckgang der natriuretischen Effizienz fir Bumetanid auf
660 + 120 umol/pg und fur Furosemid auf 14 4,0 umol/ug. Die
Berechnung des Effizienz-Verhéltnisses (Bumetanid zu Furosemid) bei
maximaler Sekretionshemmung ergibt nun 49,0 + 9,6. Dies stellt eine
Verschiebung zu Gunsten von Bumetanid dar.
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4.3 Ergebnisse Studie Il

4.3.1 Ausgangsparameter

Voraussetzung fur die vergleichende Auswertung der pharmakologischen
Daten der Studie sind aquivalente Rahmenbedingungen an beiden Tagen
der Untersuchung. Hauptaugenmerk wurde hierbei auf eine ausge-
glichene Flussigkeits- und Elektrolytbilanz der Patienten an den jeweils
zwei vorausgegangenen Tagen gelegt.

4.3.1.1 MAP, Flussigkeits- und Elektrolythomé&ostase

Vor jeder Untersuchung wurden der Blutdruck als Mittelwert aus drei
aufeinanderfolgenden oszillometrischen Messungen im Abstand von zwei
Minuten gemessen. Anhand der systolischen und diastolischen Werte
wurde der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) bestimmt. Der MAP-Wert der
einzelnen Patienten unterschied sich an beiden Untersuchungstagen
nicht signifikant.

Alle Patienten wiesen an beiden Studientagen eine ausgeglichene
Flussigkeits- und Elektrolytbilanz auf. Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede beziiglich des Hamatokrits, der Plasmareninaktivitat sowie
der Aldosteronwerte. In Tab. 4-4 sind die Mittelwerte aller Patienten am
Untersuchungstag unter der jeweiligen Vorbehandlung (Indapamid,
Placebo) zusammengefalit.

Die mittlere Natriumausscheidung in zwei aufeinanderfolgenden Sam-
melurinen betrug 224,9 £107,6 (Placebo) und 214,7 £ 89,6 mmol/24h
(Indapamid).
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Tab. 4-4: Ausgangsparameter vor Beginn der Studie am Untersuchungstag

Vor Untersuchung Placebo Indapamid
MAP mmHg 98,2+54 96,2 +6,7
Hk % 41,2+ 2,2 415+1,8
PRA Ngang/mi/h 9,27 + 8,30 9,65 + 8,09
Aldosteron pg/mi 78,5 + 60,3 87,3+48,9
Ena mmol/24h 2249 +£107,6 214,7 £ 89,6

4.3.1.2 Herzfunktion

Am Tag der

Clearanceuntersuchung wurde die
Herzfunktion (LVF) anhand einer Echokardiographie untersucht. Hierbei
wurden die Ejektionsfraktion nach Teichholz (EF) sowie die Ver-
kurzungsfraktion (FS) bestimmt. Die Komedikation mit Indapamid zeigte
bei allen Patienten keinen Einflu3 auf die linksventrikulare Funktion. Die

Daten sind in Tab. 4-5 zusammengestellt.

Tab. 4-5: Linksventrikulare Funktion am Untersuchungstag

Vor Untersuchung Placebo Indapamid
EF % 34,1+4,0 34,7+4,6
FS % 17,4+22 176+25

linksventrikulare
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4.3.2 Ergebnisse Pharmakokinetik

Es wurden die pharmakokinetischen Parameter von Furosemid nach 10-
tagiger Vorbehandlung mit Indapamid (1,5 mg S.R.) oder Placebo
untersucht. Voraussetzung fur einen Vergleich der Furosemidkinetik an
beiden Untersuchungstagen ist eine ausreichend hohe Blutspiegel-
konzentration von Indapamid nach Vorbehandlung mit diesem Arzneistoff.
Die Indapamid trough-level, vor Gabe der nachsten Indapamiddosis am
Untersuchungstag selbst, sollten sich im therapeutischen Bereich
befinden.

Analog zum Ergebnisteil der Studie | wird hier zun&chst eine deskriptive
Beschreibung der pharmakokinetischen Ergebnisse und sodann eine
zusammenfassende Gegeniberstellung vorgenommen.

4.3.2.1 Indapamid

Bei allen Patienten wurden am Untersuchungstag die Blutspiegel tber ein
validiertes HPLC-Analyseverfahren zu Bestimmung von Indapamid aus
Blut geprift (s. Kap. 3.5.5). Es wurden zunéchst die trough-level vor Gabe
der nachsten Dosis zum Zeitpunkt t =0 min bestimmt. Es folgte die
Bestimmung von Blutproben aus regelmaflligen Abnahmen bis 4 Stunden
nach der ersten Gabe. Die Blutspiegelwerte fur Indapamid liegen im Mittel
als trough-level bei 30,4 = 8,5 ng/ml Blut und flihren nach 4 Stunden zu
einem Anstieg auf 42,2 + 10,7 ng/ml Blut.

Die trough-level aller Patienten befanden sich in einem Bereich, in dem in
anderen Studien eine therapeutische Wirksamkeit gezeigt werden konnte
(39,6 £ 27,2 ng/ml Blut [76] bzw. 38 + 10 ng/ml Blut [77]). Die nach-
folgende Indapamidkinetik zeigt einen stetigen Anstieg der Blutspiegel-
konzentrationen entsprechend einer Kinetik flr verzogert freisetzende
(sustained release) Tablettenformulierungen (Abb. 4-9).
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Indapamid trough-level und Blutspiegel
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Abb. 4-9: Trough-level (t=0 min) und Blutspiegel von Indapamid —
Studie Il

4.3.2.2 Furosemid Plasmakonzentrationen

Mit dem zuvor in Kap. 3.5.1 beschriebenen HPLC-Analyseverfahren
wurden die Konzentrationen von Furosemid in den gewonnenen
Plasmaproben ermittelt. Da fir diese zweite Studie die Arbeitsbereiche
geteilt wurden, erfolgte die Konzentrationsbestimmungen anhand zweier
aufgestellter, validierter Kalibriergeraden.

Nach der Verabreichung eines Furosemid-Bolus (20 mg i.v.) erfahrt
Furosemid eine Elimination (Kinetik 1. Ordnung) aus dem Blutkomparti-
ment. Die Konzentrationsverlaufe in Plasma streben gegen Null.

Fur alle Patienten konnte an beiden Untersuchungstagen nach Verab-
reichung der Furosemid-Infusion eine gleichartige Abnahme der Plasma-
konzentrationen beobachtet werden (Abb. 4-10 und Abb. 4-11).
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Cp Furo [pg/ml]

Plasmaspiegel Furosemid unter Placebo
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Abb. 4-10: Plasmaspiegelkurve  fur  Furosemid unter  Placebo-
Vorbehandlung — Studie I
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Abb. 4-11: Plasmaspiegelkurve fir Furosemid unter
Vorbehandlung — Studie Il

Indapamid-
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4.3.2.3 Furosemid Urinkonzentrationen

Nach der quantitativen Bestimmung der Furosemidkonzentrationen im
Urin wird die Ausscheidungsrate (Ep;,) des Diuretikums ermittelt. Gemani
der einmaligen Bolusgabe von Furosemid, lassen die Urinausschei-
dungsraten Uber das Zeitintervall von 3 Stunden eine deutliche Abnahme
erkennen. Fir die Urinausscheidungsrate tber die Zeit laldt sich fur alle
Patienten an beiden Untersuchungstagen ein gleicher Kurvenverlauf
feststellen. Intraindividuelle Abweichungen sind am ehesten auf eine
unvollstandige Entleerung der Blase in der jeweiligen Sammelperiode
zurtckzufthren.

In den nachfolgenden Abbildungen sind die zeitlichen Verlaufe der Urin-
ausscheidungsraten aller Patienten an beiden Untersuchungstagen unter
der jeweiligen Vorbehandlung (Indapamid oder Placebo) dargestellt
(Abb. 4-12 und Abb. 4-13).

Ausscheidung Furosemid unter Placebo
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Abb. 4-12: Urinausscheidung fur Furosemid unter Placebo-Vorbe-
handlung — Studie I
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Ausscheidung Furosemid unter Indapamid
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Abb. 4-13: Urinausscheidung fir Furosemid unter Indapamid-Vorbe-
handlung — Studie II

4.3.2.4 Zusammenfassende pharmakokinetische Betrachtung

Vergleicht man die Furosemidkinetik an beiden Untersuchungstagen,
jeweils nach 10-tdgiger Indapamid- bzw. Placebo-Vorbehandlung, so
zeigen sich keine Unterschiede im Verlauf der Plasmaspiegel. Wie im
Diagramm dargestellt, zeigen die beiden Plasmaspiegelkurven (gebildet
aus den Mittelwerten der Einzelkurven am jeweiligen Behandlungstag)
einen nahezu lUbereinstimmenden Fortgang (Abb. 4-14).
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Pharmakokinetik Furosemid/Plasma
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Abb. 4-14: Gesamtpharmakokinetische Auswertung — Studie Il Plasma-
spiegelkurve von Furosemid unter Placebo- und Indapamid-
Vorbehandlung. Darstellung der Mittelwerte aller Patienten an den
beiden Untersuchungstagen. (e = Furosemidkinetik unter Placebo-
Vorbehandlung; A = Furosemidkinetik unter Indapamid-Vorbehand-
lung)

Anhand der Plasmaspiegelkurven wurden verschiedene pharmako-
kinetische Parameter bestimmt, die einen Vergleich der Furosemid-
kinetiken an beiden Untersuchungstagen zulassen. Tab. 4-6 stellt die
ermittelten pharmakokinetischen Daten von Furosemid unter Indapamid-
und Placebo-Vorbehandlung als Mittelwerte der Patientenbefunde dar.
Die Zahlenpaare fUr Cmax, tmax, t12, AUCo.180, Vd und der renalen Clear-
ance Clena lagen jeweils im gleichen GrolRenordnungsbereich.
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Tab. 4-6: Pharmakokinetische Parameter von Furosemid in Plasma

Pharmakokinetische Furosemid in Plasma
SEUEITELET Placebo Indapamid
Crmax ug/ml 2,44 + 0,35 2,81+0,62
tmax min 2,9+0,63 2,76 £ 0,54
ti2 min 258+75 23,0+7,0
AUC.180 pg/mi/min 101,3 £ 28,5 106,1 + 31,3
vd I 8,34+ 1,14 7,43 + 1,57
Clrenal ml/min 243,0+825 241,42 + 79,3

Ein Vergleich der pharmakokinetischen Kenngr6Ren von Furosemid in
Plasma ergab an beiden Untersuchungstagen keine signifikanten Unter-
schiede hinsichtlich der unterschiedlichen Komedikation.

Die gleichzeitige Verabreichung von Indapamid hatte somit keinen Einfluf3
auf die Pharmakokinetik von Furosemid im Plasma.

Des weiteren zeigte Indapamid verglichen mit Placebo keinen Einflul3 auf
die tubulare Sekretion von Furosemid in den Urin. Eine Gegenuber-
stellung der mittleren Furosemid-Ausscheidungsraten an beiden Tagen
der Behandlung lieR hier ebenfalls eine annahernde Ubereinstimmung der
Kurvenverlaufe erkennen (Abb. 4-15).
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Pharmakokinetik Furosemid/Urin
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Abb. 4-15: Gesamtpharmakokinetische Auswertung — Studie Il: Urin-
ausscheidung von Furosemid unter Placebo- und Indapamid-
Vorbehandlung. Darstellung der Mittelwerte aller Patienten an den
beiden Untersuchungstagen. (e = Furosemidkinetik unter Placebo-
Vorbehandlung; A = Furosemidkinetik unter Indapamid-Vorbehand-

lung)

Unterstitzt wird diese Aussage durch den Vergleich der kumulativen
Diuretikaausscheidung und der renalen Elimination von Furosemid unter
Indapamid- bzw. unter Placebobehandlung: auch hier gibt es kaum
Abweichungen zwischen den Zahlenpaaren an den beiden Unter-
suchungstagen. Die Ergebnisse sind in Tab. 4-7 als Mittelwerte der von
den einzelnen Patienten gewonnen Daten dargestellt.
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Tab. 4-7: Pharmakokinetische Parameter von Furosemid in Urin

Pharmakokinetische Furosemid in Urin
FETETIEUET Placebo Indapamid
ECruro mg/3h 8,36 + 1,27 8,565+ 1,49
Renale

Elimination % 41,8 + 6,35 42.8 + 7,45

4.3.3 Ergebnisse Pharmakodynamik

4.3.3.1 Renale Hamodynamik

Ein Vergleich der MeRRgrol3en der renalen Ha&modynamik weist
Veranderungen unter Indapamidbehandlung auf. Betrachtet man die
Mittelwerte von glomerularer Filtrationsrate (GFR), renalem Plasmaflul
(RPF) und Filtrationsfraktion (FF) nach Indapamid-Vorbehandlung, so
liegen die erhaltenen Werte héher als unter Placebogabe.

Fur die Ausgangswerte dieser Parameter wurden bei allen Patienten
intraindividuell die Differenzen zwischen den beiden Untersuchungstagen
errechnet und verglichen. In Tab. 4-8 sind die hieraus erhaltenen
Anderungen der jeweiligen MeRgréRe absolut und in Prozent dargestellt.

Es ergab sich hierbei unter Indapamid im Vergleich zu Placebo eine
signifikante Zunahme der GFR um 9,0 + 3,0% und des RPF um 15,3 +
6,7%, bei nur gering angestiegener Filtrationsfraktion (dFF = 1,2 = 1,1%).
Zugleich kam es zu einem Rlckgang des renovaskularen Widerstandes
(RVR) von 9,9 + 2,0 auf 8,3 + 1,4 kdyn>sxm™.
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Tab. 4-8: Parameter der renalen Hamodynamik nach 10-tagiger Vorbehandlung

von Indapamid bzw. Placebo. * p < 0,05 vs. Placebo

P?lrameter dgr renalen Placebo Indapamid
Hamodynamik

GFR ml/min/1,73m? 88,3+8,8 96,1+8,5
RPF ml/min/1,73m? 430 + 77 492 + 70
FF % 19,7+ 1,5 20,9+22
RVR kdynsssem™ 9,9+20 8,3+1,4
Intraindividueller Vergleich

dGFR ml/min/1,73m? 7,9+24+*
dGFR % 9,0+3,0*
dRPF ml/min/1,73m? 62 £ 20 *

dRPF % 15,3+ 6,7 *

dFF % (abs.) -12+1,1%
dRVR kdyn>sxem™ -1,57+1,0*
dRVR % 15,2 £8,1*

Die Anderungen, die sich beim intraindividuellen Vergleich der Parameter
Indapamid gegenuber
behandlung ergaben, sind in Form eines Saulendiagrammes in Abb. 4-16

der renalen Hamodynamik unter

dargestelit.

Placebo-
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Abb. 4-16: Parameter der renalen Hamodynamik. Graphische
Darstellung der prozentualen Verdnderungen unter Indapamid
im Vergleich zu Placebo nach 10-tagiger Vorbehandlung.

*p < 0,05 vs. Placebo

4.3.3.2 Natriurese

Zur Beschreibung der natriuretischen Antwort wurden absolute,
fraktionelle sowie kumulative Natriumausscheidung und die natriuretische
Effizienz herangezogen.

Bei Betrachtung dieser, die Natriurese beschreibenden Kenngrél3en
konnen auch hier, im Vergleich zu Placebo, signifikante Unterschiede
unter Indapamideinnahme beobachtet werden.
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Erstellt man fir jeden Patienten die Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen
der Ausscheidungsrate des Diuretikums und der fraktionellen Natrium-
ausscheidung, so lassen sich aus den individuellen Fits die Werte flr
halomaximale Wirkung (ECpiuso) und maximale fraktionelle Natriumaus-
scheidung (FENaax) errechnen (s. Tab. 4-9).

Tab. 4-9: Parameter der Natriurese unter 10-tdgiger Vorbehandlung von
Indapamid bzw. Placebo. * p < 0,05 vs. Placebo

Parameter der Natriurese Placebo Indapamid
ECpiuso Hg/min 80,1+ 17,8 61,7 £ 10,2 *
FENamax % (fit) 13,5+ 1,9 16,4 +2,7 *
ECna mmol 110,3 + 26,9 131,4 +24,9
ECna/piu mmol/mg 13,3+3,4 15,8 + 4,3

Intraindividueller Vergleich
dFENamax % 29+25*
dECna % 18,43 + 16,37 *
dECnapiu % 18,4+6,4*

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung unter Indapamid und Placebo ist zudem
als Summenfit aller Patienten in halblogarithmischer Darstellung in
Abb. 4-17 sowie in der klassischen doppellogarithmischen Form (Brater-
Plot) in Abb. 4-18 wiedergegeben. Hier zeigt sich deutlich die Links-
verschiebung der Kurve unter Indapamid, als Zeichen eines verbesserten
Ansprechens und erhohter Sensitivitat, sowie eine signifikante Zunahme
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der FENanax (Plateau der Kurve) als Mal? fir die intrinsische Aktivitat. Der
relative Anstieg der FENa.x betragt dabei 23%. Die zugehérigen Absolut-
werte sind in Tab. 4-9 angegeben.
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Abb. 4-17: Ergebnis der pharmakodynamischen Auswertung
(halblogarithmische Darstellung) — Studie II: Darstellung der
fraktionellen Natriumausscheidung (%) aufgetragen gegen die
Ausscheidung von Furosemid in den Urin (ug/min). Summenfit
aller Einzelwerte.
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Abb. 4-18: Ergebnis der pharmakodynamischen Auswertung
(doppellogarithmische Darstellung) — Studie II: Darstellung der
fraktionellen Natriumausscheidung (%) aufgetragen gegen die
Ausscheidung von Furosemid in den Urin (ug/min). Summenfit
aller Einzelwerte.

Hinsichtlich der kumulativen Natriumausscheidung (ECy,) und der
natriuretischen Effizienz (ECyapiy) wurden unter Indapamid-Vorbe-
handlung ebenfalls hohere Werte verzeichnet (vgl. Abb. 4-19). An den
beiden Untersuchungstagen wurde hierbei bei allen Patienten flr ECy,
eine durchschnittiche Zunahme um 20,6 £ 11,7% und fir ECyapiw UM
18,4 + 6,4% festgestellt. Die genannten Grél3en sind in Tab. 4-9 aufge-
fuhrt.
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Abb. 4-19: Ergebnis der pharmakodynamischen Auswertung —
Studie Il: Kumulative Natriumausscheidung auf Bolus von
Furosemid nach Vorbehandlung (10 Tage) mit Placebo bzw.
Indapamid. Darstellung der Einzelwerte und des Mittelwertes der
Patienten. * p < 0,05 vs. Placebo (gepaarter t-Test)
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5 Diskussion und Schlul3folgerung

A Klinisch

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue therapeutische Ansatze zur
Verbesserung der Wirksamkeit von Schleifendiuretika bei Diuretika-
resistenz zu entwickeln. In Abhangigkeit von dem der verminderten
Diuretikawirkung zugrundeliegenden Pathomechanismus wurde hierbei
entweder ein pharmakokinetischer oder -dynamischer Ansatz gewahlt.

Bei chronischer Niereninsuffizienz ist die diuretische Wirkung durch eine
verminderte Zahl funktionsfahiger Nephren und eine Reduktion der
tubuléren Sekretionskapazitat verringert, wohingegen das Ansprechen
der verbleibenden Nephren auf Diuretika unverandert erhalten ist. Mit
zunehmender Niereninsuffizienz mufd die Dosis des Diuretikums fort-
laufend gesteigert werden, damit ausreichende Mengen an Wirkstoff in
den Tubulus gelangen. Dies ist jedoch nur Uber einen gewissen Dosis-
bereich zweckmalig (s. Kap. 2.1.1, Abb. 2-2 ) und mit der zunehmenden
Gefahr von Nebenwirkungen vergesellschaftet.

Im Rahmen der ersten Studie sollte nun am Modell der pharma-
kokinetischen Diuretikaresistenz mit eingeschrankter tubulérer Sekre-
tionskapazitat untersucht werden, inwiefern substanzspezifische Eigen-
schaften einen Einflud auf die gesamtnatriuretische Antwort von
Schleifendiuretika haben. Zu diesem Zweck wurden intraindividuell das
Wirkprofil und die natriuretische Effizienz einer kontinuierlichen Infusion
von Bumetanid oder Furosemid, vor und wahrend einer zunehmenden
Hemmung der tubuldren Sekretion durch Probenecid, verglichen.
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Durch diesen Ansatz war es mdglich, fur die jeweilige Substanz den Anteil
der pharmakokinetischen und -dynamischen Veranderungen an der
natriuretischen Wirkung getrennt und Uber einen weiten Bereich der
eingeschrankten tubularen Sekretionskapazitat zu vergleichen.

Durch die kontinuierliche Infusion beider Diuretika, wie sie klinisch auch in
der Behandlung einer akuten hydropischen Dekompensation eingesetzt
wird, konnten Unterschiede in Bioverfligbarkeit und Resorption ausge-
klammert werden. Die Infusionsraten wurden individuell so angepalft, dal3
unter Ausgangsbedingungen eine halbmaximale Wirkung mit einer
fraktionellen Natriumausscheidung von etwa 10% erreicht wurde. Flissig-
keits- und Elektrolytverluste wurden fortlaufend ersetzt, so dal3 tber die
gesamte Studie ein ausgeglichener Natrium- und Flissigkeitshaushalt
aufrechterhalten wurde.

Um die natriuretische Antwort der beiden Schleifendiuretika zu beurteilen,
wurde die natriuretische Wirksamkeit (Effizienz — ,efficiency®) als
charakterisierende GrofRe herangezogen. Dieses Konzept beschreibt die
Wirkung einer Substanz pro Einheit der am Wirkort vorliegenden
Substanzmenge — so in diesem Fall die Natriumausscheidung pro Einheit
des in den Urin sezernierten Diuretikums [78].

Das mathematische Modell basiert auf der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-
Beziehung der Schleifendiuretika und ist von den gleichen Determinanten
abhangig (s. Kap. 2.1.1, Abb. 2-2). Der sigmoidale Verlauf der Dosis-
Wirkungs-Kurve beinhaltet, dall ab einem bestimmten Konzen-
trationsbereich eine weitere Erh6hung der Diuretikakonzentration zu einer
im Anstieg geringeren Zunahme der natriuretischen Wirkung flhrt
(Plateauphase). Dies bedeutet, dal’ die maximale Effizienz in der Regel in
einem Konzentrationsbereich erzielt wird, der unterhalb der Dosis liegt,
die zu einer halbmaximalen Wirkung (Wendepunkt der Kurve) fuhrt.

Bei Patienten mit Diuretikaresistenz ist die Berechnung der natri-
uretischen Effizienz eine effektive Methode, um die Dosis und das
Dosierungsintervall des Diuretikums so anzupassen, dal3 fir den Patien-
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ten eine maximale kumulative Natriumausscheidung bei zugleich
minimierten Nebenwirkungen erhalten wird.

Als Kernaussagen dieser ersten Studie lassen sich festhalten:

(i) Die Hemmung der tubularen Sekretionskapazitat durch Probenecid
fuhrte zu einer in Ausmald3 und Zeitverlauf vergleichbaren Reduktion der
Ausscheidungsraten von Bumetanid und Furosemid. (ii) Unabh&angig vom
Grad der Sekretionshemmung wurde unter Bumetanid eine hohere
fraktionelle Natriumausscheidung als unter Furosemid beobachtet. (iii) Die
natriuretische Effizienz von Bumetanid und Furosemid wird durch eine
Einschrankung der tubularen Sekretionskapazitat in unterschiedlichem
Ausmald beeinflut. (iv) Diese Unterschiede beruhen vermutlich auf
substanzspezifischen Bindungseigenschaften am Na'K'2CIl-Kotrans-
porter.

Schleifendiuretika muissen im proximalen Tubulus aktiv sezerniert
werden, um ihren Wirkort an der luminalen Tubulusmembran zu erreichen
[79]. Die Aufnahme aus den peritubularen Kapillaren (dber den
organischen Anionentransporter (OAT) in die basolaterale Membran der
Tubuluszelle ist ein aktiver Transportprozel3, der kompetitiv hemmbar ist
[80], [81]. Einige dieser multispezifischen organischen Anionentransporter
sind inzwischen kloniert [82], [83].

Unter experimentellen Bedingungen zeigen diese OAT Transportraten mit
Km-Werten (halbmaximale Transportraten) im unteren mikromolaren
Bereich [84] und arbeiten damit unter physiologischen Bedingungen weit
unterhalb der Sattigungsgrenze. Vergleichenden Daten bezlglich Affinitat
und Transportkinetik von Schleifendiuretika am OAT existieren bisher
nicht. Bumetanid und Furosemid zeigen jedoch eine vergleichbare
halomaximale Hemmkonzentration (ICso) fur den Transport der
Modellsubstanz Paraaminohippursaure (PAH) [85], [86], so dald indirekt
auf eine ahnliche Bindungs- und Transportcharakteristik von Bumetanid
und Furosemid am OAT geschlossen werden kann.
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Die in dieser Studie unter Ausgangsbedingungen beobachtete Clearance
von Bumetanid und Furosemid sowie die Wiederfindungsraten des
unveranderten Arzneistoffs im Urin stimmen mit Literaturangaben aus
Studien am Gesunden Uberein [87] —[90]. Probenecid fuhrt konzentra-
tionsabhangig zu einer Reduktion der Ausscheidungsrate beider
Diuretika; vergleichbar in Ausmald und zeitlichem Verlauf. Trotz eines
40fachen Konzentrationsunterschiedes in den peritubularen Kapillaren,
wurde die proximal-tubulare Sekretion beider Substanzen in vergleich-
barem Ausmal inhibiert (vgl. Kap. 4.2.2.5).

Dies spricht zunachst gegen Vorteile von Schleifendiuretika mit gro3erer
Wirkstarke (wie z.B. Bumetanid) bei eingeschrankter tubularer Sekretions-
kapazitat und steht im Gegensatz zu Schluf3folgerungen anderer Autoren,
die eine unterschiedliche tubulare Transportkapazitat fir Bumetanid und
Furosemid vermutet haben [4].

Bei vergleichbarer Hemmung der Diuretikaausscheidung (Epi,) erzielt
Bumetanid jedoch durchgehend eine hohere fraktionelle Natriumaus-
scheidung (FEya) als Furosemid. Dieser Unterschied war bei niedriger
Diuretika-Ausscheidungsrate  starker ausgepragt (vgl. Kap. 4.2.3.1,
Abb. 4-7). Die kumulative Natriumausscheidung lag unter Bumetanid im
Vergleich zu Furosemid zu jedem Zeitpunkt signifikant hoher. Da sich
pharmakokinetisch zwischen den beiden Diuretika keine Unterschiede
ergeben, d.h. sich deren Konzentrationsverhaltnis im Urin nicht &ndert, ist
dies nur durch einen Unterschied in der intratubularen Wirkung zu
erklaren.

In der Henle’'schen Schleife blockieren Schleifendiuretika den
Natriumtransport durch Bindung an der Chlorid-Bindungsstelle des
Na'K*2Cl-Kotransporters [91], [92]. Die Wirkung von Bumetanid und
Furosemid ist in vitro in verschiedenen experimentellen Anséatzen
verglichen worden. Im Nierengewebe weist Bumetanid im Vergleich zu
Furosemid eine auf Basis molarer Konzentrationen etwa 15 — 100fach
hohere Affinitat am Na'K"2Cl-Kotransporter auf [93] — [95]. Diese hohere
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Affinitat tragt auch zu der erh6hten Spezifitat, wie sie fur Bumetanid bei
diesen Experimenten beobachtet wurde, bei.

Unter klinischen Bedingungen konnen jedoch nur indirekte Hinweise auf
die Affinitat am humanen Na’K*2Cl-Kotransporters gewonnen werden.

In der vorliegenden Studie gelangten pro Zeiteinheit durchgehend
vergleichbare Mengen beider Diuretika in den Urin. Mdgliche Unter-
schiede in der natriuretischen Wirkung kénnen somit nur durch intra-
tubulare Mechanismen, wie eine unterschiedliche Affinitat am Na'K'2Cl -
Kotransporter bedingt sein. Wahrend in einigen friheren Studien eine
zuséatzliche Wirkung von Bumetanid im proximalen Tubulus postuliert
wurde [7], [96], ergaben sich hierflr in der vorliegenden Untersuchung
keine Hinweise.

Es ist somit wahrscheinlich, daf} die beobachteten Unterschiede in der
natriuretischen Effizienz nicht durch eine erleichterte Sekretion von
Bumetanid in den Urin bedingt sind, sondern durch eine hdhere Affinitat
von Bumetanid am Na'K'2CIl-Kotransporter. Die klinische Relevanz
dieser Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt
werden.

Unterschiedliche Studien haben in der Vergangenheit die Wirksamkeit
von Bumetanid und Furosemid bei Patienten mit chronischer Nieren-
insuffizienz verglichen. Voelker et al. [97] haben bei diesen Patienten flr
eine vergleichbare Wirkung ein Dosis-Verhaltnis von etwa 20:1 (Bume-
tanid/Furosemid) beschrieben. Dies war jedoch primar durch eine
Zunahme der nichtrenalen Elimination von Bumetanid bedingt, so dal3 im
Vergleich zu Furosemid nur etwa die Halfte der verabreichten Substanz-
menge von Bumetanid in den Urin sezerniert wurde. In der vorliegenden
Studie ergab sich mit zunehmender Hemmung der Sekretionskapazitat
keine Anderung der nichtrenalen Elimination von Bumetanid oder
Furosemid. Wird ein vergleichbarer Anteil des Diuretikums tubulér
sezerniert, so ist bei zunehmender Sekretionsinsuffizienz die natriure-
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tische Effizienz von Bumetanid hoher als von Furosemid. Zwar haben
einige vergleichende Studien eine im Vergleich zu Furosemid etwas
hohere natriuretische Effizienz von Bumetanid beschrieben, sowohl nach
einmaliger [98], [99] wie auch nach wiederholter Gabe [100], [101], jedoch
wurden in keiner dieser Studie die tatsachliche Diuretikakonzentrationen
im Urin bestimmt, so dal3 zwischen einer pharmakokinetischen und
-dynamischen Ursache fir diese Beobachtung nicht differenziert werden
konnte.

Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse zeigen erstmals am Menschen,
dalR substanzspezifische Eigenschaften die natriuretische Effizienz von
Schleifendiuretika beeinflussen. Eine eingeschréankte proximal-tubulére
Sekretionskapazitat verringert die Ausscheidungsrate von Schleifen-
diuretika in gleichem Ausmali. Gelangen jedoch bei entsprechender Wahl
von Dosis und Applikationsform ausreichende Mengen an Diuretikum in
den Urin, kénnen Unterschiede in der Affinitat am Na'K'2Cl-Kotrans-
porter die erzielbare Natriurese beeinflussen. Diese Unterschiede kénnen
fur die natriuretische Effizienz des Diuretikums entscheidend sein und
sollten bei der Wahl des Schleifendiuretikums bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz und Diuretikaresistenz bericksichtigt
werden.

Im Gegensatz hierzu ist die verminderte Wirksamkeit von Schleifen-
diuretika bei chronischer Herzinsuffizienz vorwiegend pharmako-
dynamisch bedingt. Wahrend die tubulare Sekretionskapazitat erhalten
bleibt, fUhrt das reduzierte Herzzeitvolumen mit glomerularer Hypo-
perfusion zu einer verringerten Filtration von Flissigkeit und Soluta. Die
verlangerte Passagezeit und die neurohumorale Gegenregulation bewir-
ken hingegen eine gesteigerte proximal-tubulére Reabsorption, so dal} in
der Henle’schen Schleife nur eine geringe Natriumkonzentration herrscht.
Insgesamt ist dadurch die Wirksamkeit von Schleifendiuretika herab-
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gesetzt [28]. Bei chronischer Gabe wird Uberdies ein Teil der Wirkung
durch eine kompensatorisch vermehrte Natriumreabsorption im distalen
Tubulus zunichte gemacht [29], [102], [103].

Priméres therapeutisches Ziel ist eine Verbesserung der linksventri-
kularen Funktion durch positiv inotrope Substanzen (ACE-Hemmer,
Herzglykoside) sowie Frequenzkontrolle und gegebenenfalls Rhythmi-
sierung (b-Blocker, Herzglykoside). Zur Vorlastsenkung spielen auch
Diuretika eine entscheidende Rolle [104]. Bisherige Behandlungs-
konzepte der Diuretikatherapie bei chronischer Herzinsuffizienz beruhen
auf der Kombination von Diuretika und somit auf einer ,sequentiellen
Nephronblockade® [33], [105]. Dazu gehéren zum einen proximal
angreifende Diuretika (Acetazolamid), welche die Natriumkonzentration
am Wirkort der Schleifendiuretika erh6hen; diese sind jedoch aufgrund
der Nebenwirkungen (metabolische Azidose) fur eine ambulante Dauer-
therapie nicht geeignet [106]. Zum anderen hemmen Thiazid-Diuretika die
kompensatorische Hypertrophie des distalen Tubulus; sie fuhren jedoch
Uber eine Aktivierung der tubulo-glomerularen Ruckkopplung (mit
nachfolgender Senkung der GFR) nicht selten zu einem weiteren,
unerwinschten Rickgang des Glomerulumfiltrates [29], [102].

Im Rahmen der zweiten klinischen Studie sollte nun geprift werden, ob
das Thiazid-Analogon Indapamid zu einer verbesserten Wirksamkeit von
Schleifendiuretika bzw. von Furosemid beitragt. Hierzu wurden intra-
individuell die Wirkung von Indapamid oder Placebo auf die links-
ventrikulare Funktion, die renale Hamodynamik sowie die natriuretische
Wirkung von Furosemid bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
(NYHA [I-11l) untersucht.

Hierbei konnte gezeigt werden, dal3 die Gabe von Indapamid tber 10
Tage bei chronischer Herzinsuffizienz (i) gut vertraglich ist, (i) keinen
signifikanten EinfluR auf Blutdruck und linksventrikulare Funktion hat, (iii)
zu einer Verbesserung der renalen Hamodynamik mit Zunahme von GFR
und renalem Blutfluf3 fihrt und (iv) keinen Einflul auf die Pharmakokinetik
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von Furosemid hat, jedoch (v) die natriuretische Antwort auf Furosemid
signifikant verbessert.

Die zusatzliche Gabe von Indapamid zur fortgefiihrten Standardtherapie
der chronischen Herzinsuffizienz wurde von allen Patienten gut toleriert.
Insbesondere wurde bei keinem Patienten ein symptomatischer Blut-
druckabfall oder eine Hypokaliamie beobachtet. Alle Patienten erreichten
die in der Literatur angegebenen Wirkspiegel (trough-level) der
Sustained-Release-Formulierung [76], [77]. Hinsichtlich des mittleren
arteriellen Druckes sowie der Parameter der linksventrikularen Funktion
ergeben sich zwischen Indapamid und Placebo keine signifikanten
Unterschiede (s. Kap. 4.3.1). Dies deckt sich mit Untersuchungen anderer
Autoren, nach denen das Ausmall der Blutdrucksenkung durch
Indapamid abhangig ist von der Hohe des Ausgangsblutdruckes.

Im Vergleich zu Placebo konnte unter Indapamid bei vergleichbarem
Mitteldruck eine signifikante Zunahme von renalem Blutflu® und GFR bei
unveranderter Filtrationsfraktion beobachtet werden. Dies geht einher mit
einer Abnahme des renovaskularen Widerstandes (vgl. Kap. 4.3.3.1).
Diese Veranderungen der renalen Hamodynamik lassen sich am ehesten
durch eine Uberwiegend afferente Vasodilatation und eine Zunahme des
effektiven Filtrationsdruckes erklaren. Die Hohe des effektiven Filtrations-
druckes entspricht dem glomerularen Kapillardruck, abziglich des
mittleren kolloidosmotischen Druckes in den Glomerulumschlingen und
des Druckes in der Bowman’schen Kapsel. Der glomerulare Kapillardruck
wird vor allem durch die Widerstandsverhaltnisse der afferenten und
efferenten Gefalle bestimmt. Der Tonus des Vas afferens ist hierbei im
wesentlichen druck- und fluBabhangig (myogene Regulation) und unter-
liegt ferner dem Einflu3 lokaler Hormone bzw. Autacoide (NO, Prosta-
glandine), des Sympathikustonus sowie Renin und Adenosin als
Mediatoren der tubulo-glomerularen Ruckkopplung [107]. Im Gegensatz
hierzu wird der Tonus der efferenten Arteriole grof3tenteils fludabhangig
(endothelabhangig) reguliert [108].
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Thiazid-Diuretika fihren in der Regel (ber eine Zunahme der
Natriumkonzentration an der Macula densa zu einer fur den Therapie-
erfolg unerwlnschten Aktivierung des tubulo-glomerularen Feedbacks
und zu einer afferenten Vasokonstriktion mit Abnahme von GFR und
renalem Blutflu3. Dieses konnte in der vorliegenden Studie unter
Indapamid nicht beobachtet werden. Als mdgliche Ursachen lassen sich
eine eigenstandige direkte Vasodilatation des Vas afferens und/oder eine
fehlende oder verminderte Aktivierung der tubulo-glomerularen RuUck-
kopplung diskutieren.

Indapamid ist bereits in sehr geringen Dosen ein potenter Vasodilatator
[21], [109]. Der exakte Mechanismus ist nicht abschlielend geklart; in
unterschiedlichen experimentellen Untersuchungen konnte hierbei sowonhl
ein verminderter transmembraner Calciumflux [110], eine Potenzierung
der lokalen Prostaglandin- und cGMP-Freisetzung [111] sowie ein
verandertes Ansprechen auf vaskonstriktive Stimuli wie Noradrenalin oder
Angiotensin Il [21] nachgewiesen werden. Diese Mechanismen wirden in
der Niere zu einer vornehmlich afferenten Vasodilatation mit Zunahme
des glomerularen Blutflusses fuhren. In vergleichenden Untersuchungen
konnte aufRerdem gezeigt werden, dal3 die GFR unter Indapamid
wesentlich weniger stark abfallt als unter einer aquipotenten Dosis von
Hydrochlorothiazid, bedingt durch eine geringere Aktivierung des tubulo-
glomerularen Feedbacks [16], [17], [112],[113]. In welchem Ausmal3
beide Faktoren zur Verbesserung der renalen Hamodynamik beitragen,
&Rkt sich aus den vorliegenden Daten nicht abschatzen; hierzu sind
weitere experimentelle Untersuchungen (wie z.B. die Mikropunktion am
Einzelnephron) erforderlich.

In der vorliegenden Studie konnten unter Indapamid keine Ver-
anderungen der Pharmakokinetik von Furosemid beobachtet werden. Im
Vergleich zu Placebo ergaben sich fir die relevanten pharmako-
kinetischen Parameter keine signifikanten Differenzen (vgl. Kap. 4.3.2.4).
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Betrachtet man die Dosis-Wirkungs-Beziehung unter Placebo so zeigen
alle Patienten im Vergleich zu Angaben beim Gesunden eine deutliche
Rechtsverschiebung (Abnahme der Sensitivitat — die halbmaximale Wir-
kung wird erst bei hoheren Diuretikakonzentrationen erreicht) und eine
Abnahme der maximalen fraktionellen Natriumausscheidung (intrinsische
Aktivitat) als Senkung des Wirkungsplateaus (vgl. Kap. 2.2 schematische
Darstellung der Diuretikaresistenz; Abb. 2-3). Diese Beobachtung stimmt
mit den Ergebnissen anderer Autoren bei einem vergleichbaren Kollektiv
an Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz Uberein [114]. Nach
Behandlung mit Indapamid tber zehn Tage zeigt sich ein Rickgang der
Rechtsverschiebung im Sinne einer erhohten Empfindlichkeit bzw.
Sensitivitdt sowie eine Zunahme der maximalen Wirkung (Wirkungs-
plateau) (vgl. Abb. 4-17, Abb. 4-18). Beide Veranderungen erreichen
statistische Signifikanz. Des weiteren ist die kumulative Natriumaus-
scheidung unter der Kombination von Indapamid und Furosemid
signifikant hoher als unter Furosemid und Placebo.

Als Ursache dieser gesteigerten natriuretischen Wirkung lassen sich
neben einer eigenstandigen diuretischen Wirkung von Indapamid vor
allem eine verbesserte renale Hamodynamik mit héherem Angebot an
Natrium im Bereich der Henle’schen Schleife diskutieren. Wirkung und
Angriffspunkt von Indapamid am Nephron sind bisher nur in wenigen
Studien untersucht. Experimentelle Untersuchungen lassen analog den
Thiazid-Diuretika einen Angriffspunkt am distalen Tubulus vermuten [16],
[115]. Ein gesicherter Anhalt flr einen zusatzlichen Angriffspunkt im
Bereich des proximalen Tubulus konnte jedoch — obwohl zeitweilig
postuliert — nicht gewonnen werden [16]. In einem Dosisbereich von
0,5 bis 20 mg fuhrt Indapamid experimentell zu einer Zunahme der
Natriurese und Diurese [12], [115]. Klinisch wird jedoch erst in Dosen ab
2,5mg eine relevante Diurese beobachtet, welche in Ausmald und
Ausscheidungsmuster von Elektrolyten einer Dosis von 12,5 mg Hydro-
chlorothiazid vergleichbar ist [17], [112], [113]. Somit erscheint bei der in
der vorliegenden Studie gegebenen Dosis von 1,5mg als Sustained-
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Release-Formulierung eine eigenstandige diuretische Wirkung von
untergeordneter Bedeutung. Im Gegensatz hierzu wird beim Gesunden
eine relevante Vasodilatation bereits in Dosen ab 0,5 mg beobachtet
[12], [109]. Demnach scheint ein verbessertes Natriumangebot am
Wirkort des Schleifendiuretikums die entscheidende Rolle fir die
gesteigerte natriuretische Wirksamkeit darzustellen. Diese Annahme wird
unterstitzt durch die signifikante Zunahme der maximalen fraktionellen
Natriumausscheidung. Diese sogenannte intrinsische Aktivitdt beschreibt
pro Zeiteinheit die maximale Antwort eines Nephrons auf eine bestimmte
Substanzmenge an Diuretikum. Neben der absoluten Menge an Diureti-
kum und der Anflutungsrate, ist die intrinsische Aktivitat direkt abhangig
von der am Wirkort vorliegenden Menge an Natrium [116].

Da sich die pharmakokinetischen Parameter von Furosemid nicht
verandert haben, erscheint ein verbessertes Natriumangebot als Ursache
wahrscheinlich.

Zusammenfassend erweist sich Indapamid bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz als gut vertraglich und wirksam in der Verbesserung der
natriuretischen Antwort auf Schleifendiuretika/Furosemid. Im Gegensatz
zu anderen distal angreifenden Diuretika fuhrt Indapamid vielmehr zu
einer, zwar geringen, aber erwinschten Zunahme von GFR und renalem
Blutflul3. Das als Folge davon verbesserte Natriumangebot im Bereich der
Henle’schen Schleife stellt sich fiir die gesteigerte natriuretische Antwort
auf Gabe von Schleifendiuretika als entscheidender Punkt dar. Die
Ergebnisse der vorliegenden Pilotstudie rechtfertigen daher die weitere
klinische Prifung von Indapamid bei Patienten mit chronischer Herz-
insuffizienz und Diuretikaresistenz.
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B Analytisch

Um den Zusammenhang zwischen natriuretischer Wirksamkeit und veran-
derter Pharmakokinetik bzw. Pharmakodynamik zu beurteilen, war es
erforderlich, die genauen Konzentrationen der in den klinischen Studien
eingesetzten Diuretika in Plasma bzw. Vollblut und Urin zu bestimmen.
Dies erforderte ein geeignetes Analyseverfahren zur Bestimmung dieser
Substanzen aus biologischer Flussigkeit mit einem groRen Mald an
Prazision, Reproduzierbarkeit und hohen Wiederfindungsraten. Zur
analytischen Trennung der Arzneistoffe aus biologischer Matrix wurde
daher die HPLC herangezogen, welche eine einfache Handhabung und
hohe Trennleistung, insbesondere von polaren Verbindungen verspricht.
Mit einer gut ausgewahlten Probenaufbereitung konnen bereits im Vorfeld
storende Effekte bei der chromatographischen Trennung minimiert
werden. Zudem mul3 die nachfolgende Detektion sehr empfindlich sein,
um die zum Teil geringen Konzentrationen in den Koérperflissigkeiten
nachweisen zu konnen. Eine geeignete Wahl des Detektions-Systems
kann hierbei die Selektivitat und Sensitivitdt der Methode entscheidend
verbessern.

Die Validierung des erstellten Analyseverfahrens anhand anerkannter
Uberprifungsmethoden [121] — [124] gewahrleistet die Zuverlassigkeit
und statistische Sicherheit der ermittelten Ergebnisse.

Bei den zu quantifizierenden Diuretika handelte es sich um Bumetanid
und Furosemid aus der Klasse der Schleifendiuretika sowie um das
Thiazid-Analogon Indapamid. Fir Bumetanid und Furosemid wurde
jeweils eine HPLC-Methoden zur Quantifizierung aus Plasma und Urin
erstellt. Die HPLC-Methoden fir Furosemid konnten hierbei bei beiden
Klinischen Studien zur Anwendung gebracht werden. Aufgrund seiner
hohen Bindung an die Carboanhydrase der Erythrozyten, wurde fir Inda-
pamid die Bestimmung aus Vollblut gewahlt und hierflr eine geeignete
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analytische Methode etabliert. Da Indapamid als sehr lipophile Substanz
wéahrend der Tubuluspassage mehrfach resorbiert und wieder sezerniert
wird, lassen die Konzentrationen im Endharn keine gesicherten Ruck-
schlisse auf die sezernierte Menge bzw. die Konzentrationen am Wirkort
zu. Aus diesem Grund wurde lediglich eine Bestimmung der Blutspiegel
von Indapamid als Therapiemonitoring durchgefihrt.

Bei allen diesen Substanzen handelt es sich um zum Teil schon seit
langem auf dem Markt eingefiuihrte Arzneistoffe. Es bestehen daher
bereits eine Reihe analytischer Verfahren zur Quantifizierung dieser
Verbindungen. Alle fiir diese Arbeit eingesetzten chromatographischen
Trennverfahren basieren auf, flr diesen Zweck geeigneten, bereits
publizierten Methoden, wurden aber auf das verwendete HPLC-Detektor-
System sowie auf das Studienkonzept abgestimmt und optimiert. Zudem
wurden sie in entscheidenden Punkten modifiziert und verbessert.

Bei der Bestimmung von Bumetanid wurden insbesondere die fluores-
zierenden Eigenschaften der Substanz genutzt, um den niedrigen
Plasma- und Urinkonzentrationen im Korper — die aufgrund der hohen
Wirkstarke im unteren Nanogrammbereich liegen —nach Bumetanid-
Infusion gerecht zu werden. Zur Erhdhung der Sensitivitat der Methode
wurde daher dem chromatographischen System eine Fluoreszenz-
Detektion nachgeschaltet. Die Bestimmungsgrenzen fur Bumetanid in
Plasma lagen hierdurch bei 5 ng pro Milliliter Plasma und in Urin bei 20 ng
pro Milliliter. Im Rahmen der durchgefiuhrten klinischen Untersuchung
lagen alle authentischen Werte oberhalb dieser unteren Arbeits-
bereichsgrenze, so dal3 die Konzentrationen zuverlassig bestimmt werden
konnten.

Hinsichtlich der Bestimmungsgrenze sind die angewandten HPLC-
Methoden den Arbeiten anderer Autoren gleichwertig, bei denen ebenfalls
die FL-Detektion zum Einsatz kommt [57] — [60]. Verbesserungen wurden
aber bei der Probenaufarbeitung erzielt, die schnell und zuverlassig
durchfiihrbar ist und ohne aufwendige Derivatisierungs- oder Extraktions-
schritte auskommt [57] — [58].
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Die erstellten chromatographischen Analyseverfahren zeigten sich als
geeignete, einfache, sensitive, selektive, sowie reproduzierbare Methoden
zur Bestimmung von Bumetanid in Plasma und Urin.

Fur Furosemid besteht die grof3te Anzahl veroffentlichter Bestimmungs-
methoden aus biologischer Matrix, die sich in bezug auf Handhabung,
Probenaufarbeitung, Elution, Detektion, Detektionslimit etc. zum Tell
erheblich unterscheiden.

So wird in einigen dieser Methoden die UV-Spektroskopie als Detektions-
System eingesetzt [117], [118]. Fir das hier entwickelte HPLC-Analyse-
verfahren wurde jedoch die Eigenfluoreszenz von Furosemid genutzt und
somit die Fluoreszenz- der UV-Detektion vorgezogen, um bei der
quantitativen Analyse, neben ausgepragter Sensitivitdt, eine hohe
Selektivitat des Verfahrens zu erreichen.

Eine weitere entscheidende Verbesserung der chromatographischen
Analyse von Furosemid in Urin erbrachte die einfache Flissig-Flissig-
Extraktion mit Diethylether, basierend auf Verteilungsvorgdngen der in
waldriger, angesauerter Losung befindlichen, nichtionisierten Substanz.
Dies brachte Vorteile zu bestehenden Methoden mit mehreren
Extraktionsschritten [54], [119], [120] und verhalf zu einer schonenden,
schnellen und optimierten Probenvorbereitung.

Der hohen photoinduzierten Zersetzungsempfindlichkeit von Furosemid
wurde dabei durch sorgfaltige und lickenlose Lichtprotektion der Proben
Rechnung getragen.

Die erstellten HPLC-Trennverfahren fir Furosemid in Plasma und Urin
wurden bei beiden Studien nahezu unverandert eingesetzt. Im Zuge der
Vorarbeit zur zweiten Studie konnte jedoch eine sichere Trennung von
Acetylsalicylsaure und Furosemid in Urin erst durch geringfligige Ande-
rung der Laufmittelzusammensetzung der mobilen Phase erreicht werden,
wie in Kapitel 3.10 ausfuhrlich beschrieben.
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Fur die quantitative Analyse von Indapamid aus Vollblut im unteren
Nanogrammbereich stehen bislang keine geeigneten Methoden zur
Verfigung. Die wenigen publizierten Arbeiten beschreiben die Bestim-
mung von Indapamid aus Tablettenformulierungen [62], [63], Losungs-
mitteln [64] und aus Urin [65], [66]; nur selten aus Plasma bzw. Vollblut
[66] — [68]. Eine Bestimmungsmethode aus Plasma scheint hingegen zur
Erlangung moglichst hoher Wiederfindungsraten wenig sinnvoll zu sein,
da Indapamid eine 90%ige Bindung an Erythrozyten aufweist. Durch
Flissig-Flussig-Extraktion von Vollblut mit Diethylether konnte eine
geeignete Probenvorbereitung gefunden werden, die hohe Wieder-
findungsraten und bestmdgliche Reinheit der Probe garantierte. Die
ermittelten Wiederfindungsraten wiesen, bei den verschiedenen Konzen-
trationen des Arbeitsbereiches einheitliche Werte auf und lagen im Mittel
bei 73,1 + 2,5% mit nur geringen Abweichungen. Eine Wiederfindungsrate
in diesem Bereich, mit einem Verlust von bis zu einem Viertel der
Ausgangswerte und mehr, ist fir Indapamid bekannt. In Arbeiten anderer
Autoren werden, abhangig von der Konzentration, Werte im Bereich von
57,4% bis 91,6% angegeben [67], [68].

Die entwickelte HPLC-Methode orientierte sich in Grundzigen an der
Arbeit von Miller et al. [68]. Wahrend mit dieser Arbeit Blutproben von
Probanden, die 2,5mg Indapamid (I.R.) erhielten, bestimmt werden
konnte, erwies sich diese Methode fir die vorliegende Studie als nicht
geeignet. Indapamid (1,5 mg S.R.) konnte in den Blutproben der Patien-
ten mit chronischer Herzinsuffizienz nicht zuverlassig und reproduzierbar
bestimmt werden. Dies gelang erst durch eine in entscheidenden Punkten
ansetzende Modifizierung des Analyseverfahrens, wodurch dieses
verbessert wurde. Im wesentlichen filhrte die geéanderte Zusammen-
setzung der mobilen Phase und die Wahl einer alternativen S&aule mit
unterschiedlicher Lange und Fillmaterial (Gromsil-Saule) zu einer
optimierten HPLC-Methode Indapamid/Vollblut. Durch diese Maflinhahme
konnte schlie3lich eine abschlieRende klare und deutliche Trennung des
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Analyten von endogenen, koeluierenden bzw. interferierenden Verbin-
dungen erhalten werden [vgl. Kap. 3.5.5 und Abb. 3-13, Abb. 3-14].
Aufgrund der Vielzahl von Begleitmedikamenten bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz muf3te im Vorfeld eindeutig geklart werden,
inwiefern diese Arzneistoffe bzw. deren Metabolite einen stérenden
EinfluR auf das Leerblutprofii des einzelnen Patienten austibt. Dies
erschien umso wichtiger als die Methode aus den oben genannten
Grunden eine Quantifizierung aus Vollblut und nicht, wie bei anderen
Substanzen weitaus Ublicher, aus Plasma verlangt. Hierbei ist eine
ungleich gréf3ere Anzahl von StérgroRen zu erwarten, die beim Proben-
aufarbeitungsprozeR aus Vollblut extrahiert werden. Eine Uberprifung der
Methode auf Interferenz von Indapamid mit den haufigsten Arzneistoffen
bei der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz ergab jedoch, im
Bereich von Indapamid und dem internen Standard, keine Einschrankung
in der Methodenanwendung (vgl. Kap 3.10).

Wie auch in der Arbeit von Miller et al. [69] wurde bei der hier vor-
liegenden erarbeiteten Methode eine Nachweisgrenze von 10 ng pro
Milliliter Blut ermittelt, wobei die hierbei erhaltenen Peaks im Vergleich zu
Miller eine deutlichere Abgrenzung vom Basisrauschen erzielen.

Es wurde ein Analyseverfahren etabliert, das eine Verbesserung
bestenender Methoden hinsichtlich Reproduzierbarkeit, Trennleistung,
Detektionslimit und Qualitdt des Chromatogramms darstellt und validierte
Ergebniswerte bis zu einer Konzentration von 20 ng pro Milliliter Blut als
statistisch abgesicherte Bestimmungsgrenze (vgl. Kap. 6.3) garantiert.
Zudem ist eine weitere Absenkung dieser Bestimmungsgrenze maoglich:
Eine Volumenreduzierung beim Rekonstituierungsschritt in der Proben-
aufarbeitung erlaubt eine weitere Aufkonzentrierung der Probe um den
Faktor zwei und gewahrleistet dennoch ein, fur die Analyse ausreichen-
des Probenvolumen.
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Zusammenfassend gelang es fur alle Arzneistoffe eine geeignete und
optimierte analytische Methode zu erstellen und gesicherte Ergebnisse flr
die Konzentrationen in Plasma/Vollblut und Urin zu ermitteln. Alle
chromatographischen Trennverfahren entsprachen den Anforderungen
nach mdoglichst niedrigen Bestimmungsgrenzen, um die zuverlassige
Quantifizierung geringer, endogener Diuretikakonzentrationen zu
garantieren. Die gefundenen Konzentrationen sind durch die Validierung
des Analyseverfahrens (geméafd ICH-Richtlinien, [121]) soweit statistisch
abgesichert, dal3 sie als valide Ergebniswerte herangezogen werden
konnten und eine Basis fur die Auswertung der Studie sowie deren
Interpretation darstellen.
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6 Experimenteller Teil — Analytik

6.1 Materialien

6.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien, Reagenzien und L6sungsmittel flr ana-
lytische Zwecke wurden in p.a. Qualitat von folgenden Firmen bezogen:

Firma Merck (Darmstadt)

0-Phosphorsaure (85%), Essigsaure (100%), Salzsaure, Natronlauge,
Acetonitril, Methanol, Diethylether, = Wasser,  Acetophenon,
Ammoniumacetat, Kaliumdihydrogenphosphat, Kaliumhydrogen-
phosphat

Firma Sigma-Aldrich, (Steinheim)

Naproxen (freie Saure), Probenecid, Indapamid

Firma Hoechst, (Frankfurt)

Furosemid, Piretanid

Firma Leo GmbH, Pharmazeutische Produkte, (Dreieich)

Bumetanid

Firma Sandoz, (Nurnberg); (heute: Novartis, Minchen)

Glipizid
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6.1.2 Saulen

Fur die chromatographische Trennung wurden verschiedene S&aulen der
Firma GROM Analytic + HPLC GmbH in Herrenberg verwendet:

Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 250 x 4 mm
Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 250 x 4,6 mm

Nucleosil 100 C18, 5um, 125 x 4 mm

Den Saulen wurden jeweils Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 pm, 10 x 4 mm
Vorsaulen vorgeschaltet.

6.1.3 Gerate

6.1.3.1 HPLC-UV und HPLC-Fluoreszenz

Die chromatographische Analyse wurde an einer HPLC-Station
durchgeflhrt, die aus folgenden Komponenten bestand:

Sykam Pumpe S 1100

Jasco Intelligent Sampler 851-AS

Linear Instruments UV/Vis-Detektor 205 (Indapamid-Bestimmung)
Shimadzu RF-551 FL-Detektor (Bumetanid-Bestimmung)
Gynkotek RF 1001 FL-Detektor (Furosemid-Bestimmung)
Integrator Axxi-Chrom 747 Chromatographische Datensysteme
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6.1.4 Humane Proben

Die humanen Plasmaproben (Pool-Plasma), die zur Erstellung
beziehungsweise Optimierung der analytischen Trennmethoden und zu
Vergleichsmessungen dienten, wurden von der Blutbank und dem
Zentrallabor der Universitatsklinik Tubingen bezogen. Leerurin wurde
selbst gespendet.

Die authentischen Plasma- und Urinproben wurden aus zwei klinischen
Studien erhalten, die an der Medizinischen Klinik der Universitat Tubingen
durchgefuhrten wurden. Die Proben wurden bei -20°C bis zur weiteren
Aufarbeitung und anschliel3ender Analyse abgedunkelt gelagert.

6.2 Aufarbeitungsmethode zur Quantifizierung
aus Plasma/Vollblut und Urin

6.2.1 Proteinfallung

Nach Entnahme eines definfierten Aliquots aus der jeweiligen Probe
(Plasma/Urin) wird durch Zusatz eines Ldsungsmittels (Acetonitril/
Methanol) und mindestens 30 sekiindigem vortexen die Ldsung
deproteiniert. Es folgen 2 Minuten Desagglomeration im Ultraschallbad
sowie eine nachfolgende 10 minitige Zentrifugation der Probe bei
3500 Upm und 4°C. AnschlieRend wird vom Uberstand ein definiertes
Volumen abgehoben mit dem gemall dem Probenaufarbeitungsplan
weiterverfahren wird.
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6.2.1.1 Furosemid

500 pl Plasma
1000 pl Acetonitril
Zentrifugation (3500 Upm, 4°C)

6.2.1.2 Bumetanid

500 pl Plasma
750 pl Methanol
Zentrifugation (3500 Upm, 4°C)

6.2.2 Extraktion

Zur Probenextraktion wird ein bestimmtes Volumen der Probe (Plasma,
Vollblut) mit der Eppendorf-Pipette entnommen und nach dem jeweils
erforderlichen Zupipettieren weiterer Reagenzien mindestens 30 Se-
kunden gevortext. Die Probe wird anschlieRend durch Zugabe von
Diethylether extrahiert. Nach mindestens 5 minttigem Verschiitteln wird
das Zweiphasengemisch, bei 3000 Upm und 4°C, 10 Minuten lang
zentrifugiert. Die obere organische Phase wird sodann vorsichtig abgeho-
ben und unter Stickstoff bei 35°C eingeengt. Nachfolgend wird der
Ruckstand mit einem Losungsmittelgemisch rekonstituiert. Die erhaltene
Probenlosung wird dann weiteren Arbeitsschritten unterzogen, sofern

diese erforderlich sind.
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6.2.2.1 Furosemid (Studie I)

500 pl Urin

15 HCI (2M)
250 ul Wasser

4 ml Diethylether

Einengen (35°C, N,)
500 pl MeOH/Phosphatpuffer' (54/46, VIV) rekonstituieren

6.2.2.2 Furosemid (Studie Il)

500 pl Urin

15 HCI (2M)
250 ul Wasser

4 ml Diethylether

Einengen (35°C, N,)
1000 pI  MeOH/Phosphatpuffer* (53/47, V/IV) rekonstituieren

6.2.2.3 Indapamid

1000 pI Vollblut

6 ml Diethylether

Einengen (35°C, N,)

500 ul 0,08M Ammoniumacetat/Acetonitril (66/34, VIV)
rekonstituieren

! KoHPOAL/KH,PO,, 0,02M; mit 2M HCI auf pH3,0 eingestellt
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6.2.3 HPLC-FL-Bestimmung

6.2.3.1 Furosemid

Plasma

Séaule:
Vorsaule:
FlieBmittel:

pH-Wert:
FluRrate:
Detektion:

Injektionsvolumen:

Urin (Studie I)

Séaule:
Vorsaule:
FlieRmittel:

pH-Wert:
FluR3rate:

Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 250 x 4,6 mm
Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 10 x 4,6 mm
isokratische Elution

37,5 Teile Acetonitril
62,5 Teile Phosphorsaure 0,08M

2,0

1,35 ml/min

Anregung: | =270 nm
Emission: | =410 nm
50 ul

Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 pm, 250 x 4,0 mm
Gromsil 120 ODS —3 CP, 5 um, 10 x 4,0 mm
isokratische Elution

54 Teile  Methanol

46 Teile  K,HPO4KH,PO,-Puffer (0,02M; pH3,0)
40

1,0 mi/min
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Detektion: Anregung: | =275 nm
Emission: | =400 nm
Injektionsvolumen: 50 ul

Urin (Studie Il)

Saule: Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 pm, 250 x 4,0 mm
Vorsaule: Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 10 x 4,0 mm
Fliel3mittel: isokratische Elution

53 Teile  Methanol
47 Teile  K,HPO4/KH,PO,-Puffer (0,02M; pH3,0)

pH-Wert: 4,0

FluR3rate: 1,0 ml/min

Detektion: Anregung: | =275 nm
Emission: | =400 nm

Injektionsvolumen: 50 ul

6.2.3.2 Bumetanid

Plasma

Saule: Gromsil 120 ODS - 3 CP, 5 pm, 250 x 4,6 mm
Vorsaule: Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 10 x 4,6 mm
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FlieBmittel:

pH-Wert:
FluR3rate:
Detektion:

Injektionsvolumen:

Urin
Séaule:

Vorsaule:
FlieBmittel:

pH-Wert:
FluBrate:

Detektion:

Injektionsvolumen:

isokratische Elution

Methanol
Wasser
Essigséaure (100%)

67 Teile
33 Teile
1 Teill

3,5

1,0 ml/min
Anregung:
Emission:
100 ul

| =338 nm
| =433 nm

Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 250 x 4,6 mm
Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 ym, 10 x 4,6 mm
isokratische Elution

45 Teile  Acetonitril

55 Teile  Phosphorsaure 0,015M
2,0

1,5 ml/min

Anregung: | =338 nm
Emission: | =433 nm

UV-Detektion fir internen Standard
(Acetophenon) bei | =254 nm
100 ul
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6.2.4 HPLC-UV-Bestimmung

6.2.4.1 Indapamid

Vollblut
Saule: Gromsil 120 ODS — 3 CP, 5 um, 250 x 4,6 mm
Vorsaule: Gromsil 120 ODS - 3 CP, 5 um, 10 x 4,6 mm
FlieRmittel: isokratische Elution
66 Teile NH,"CH;COO" (0,08M; pH3,5)
34 Teile  Acetonitril
pH-Wert: 4,20
FluRrate: 1,35 ml/min
Detektion: | =241 nm

Injektionsvolumen: 100 ul
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6.3 Validierung

Die Durchfuhrung eines Validierungsverfahrens dient zur statistischen
Absicherung des analytischen Verfahrens und gewéhrleistet unter
gleichen Bedingungen die Reproduzierbarkeit der verwendeten Methode.
Die Validierung der fur die Arbeit verwendeten HPLC-Analyseverfahren
zur Gehaltsbestimmung wurde anhand der ICH-Richtlinien [121] sowie
nach den Autoren Ebel [122], Funk [123] und Kromidas [124] durch-
geflhrt.

6.3.1 Kalibrierung

Die Kalibrierung des Analyseverfahrens dient zur Ermittlung des Zusam-
menhangs zwischen Melwerten (Signal) und der Konzentration des
Arzneistoffs in einem ausgewahlten Arbeitsbereich. Sie wurde nach den
oben angegebenen Quellen durchgefihrt.

Der Zusammenhang zwischen gemessenem Signal und Arzneistoffkon-
zentration wird am besten Uber eine Kalibriergerade beschrieben, die
anhand von Standardlosungen aufgestellt wird. Hierzu wurden Stan-
dardlésungen durch voneinander unabhéngige Verdiinnungen hergestellt.
Mit Hilfe der Regressionsgeraden wird sodann die Kalibrierfunktion
ermittelt.

Um eine Wertung der authentischen Proben mit der berechneten
Kalibrierfunktion vornehmen zu kénnen, wurden die Eichproben ebenfalls
in biologischer Matrix (Plasma/Vollblut und Urin) angesetzt und durch-
liefen das gesamte Aufarbeitungs- und Analyseverfahren einschlie3lich
aller vorbereitenden Schritte. Die quantitative Auswertung erfolgte Uber
die Peakflachen, zudem wurde eine Korrektur tGber den, zu Beginn der
Probenaufarbeitung zugesetzten, internen Standard durchgeflnhrt.
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Fur eine allgemeine Geradengleichung gilt: y = a;x + ay.

Nach statistischer Auswertung den experimentellen Daten und Bildung
der Regressionsgeraden ergeben sich als weitere Kenngré3en:

Sy - Reststandardabweichung
Syo - Verfahrensstandardabweichung
V0% - Relative Verfahrensstandardabweichung

In nachfolgender Tabelle sind die Parameter der linearen Kalibrierfunktion
aller Methoden sowie die Rest- (s,) und Verfahrensstandardabweichung
(Sxo, Vxo%0) aufgefiinrt (Tab. 6-1) [123].

Tab. 6-1: Parameter der Kalibrierfunktionen

Substanz Studie a1 ag Sy Sxo0 V0%

Plasma/Vollblut*

Bumetanid | Studie | 1097,18 | -1512,04| 466,02 0,425 0,77

Furosemid Studie | 52,54 987,69 962,40 18,32 1,53
Furosemid | Studie Il 151,86 -564,32 159,28 1,05 0,84
Plasma 1
Furosemid Studie Il 78,84 -1994.6 1197,25 15,18 1,05
Plasma 2

Indapamid* | Studie Il 296,91 809,96 263,06 0,886 1,27
(Vollblut)

Urin

Bumetanid | Studie | 140,39 -111,72 135,66 0,966 0,81

Furosemid | Studie | 41,45 4399.6 1879,06 45,33 1,51

Furosemid | Studie Il | 35,67 -586,08 1863,76 | 54,25 1,39
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6.3.1.1 Festlegung der Arbeitsbereiche

Um eine Einschatzung des zu erwartenden Arbeitsbereiches vornehmen
zu konnen, wurden im Vorfeld der eigentlichen Studie orientierende
Vorversuche mit gesunden Probanden durchgeftihrt.

Anhand der ermittelten Konzentrationen aus den humanen Proben wurde
dann der Arbeitsbereich definiert (vgl. Tab. 6-2). Die unterschiedlichen
Dosierungsvorgaben (kontinuierliche Infusion und einmalige Bolus-
Infusion) der zwei klinischen Studien erforderten fir die Bestimmung von
Furosemid aus Plasma- und Urinproben die Festlegung von jeweils zwei
unterschiedlichen Arbeitsbereichen und deren erneute Validierung. Dazu
war zwischen den MefR3serien der beiden klinischen Studien der Aus-
tausch einer Xenon-Lampe im Fluoreszenz-Detektor notwendig; dies
verlangt per se eine Neuaufnahme des Validierungsverfahrens.

Bei der INDIURE-Studie wird eine einmalige Dosis von Furosemid
kontinuierlich eliminiert, so dal3 die abnehmenden Konzentrationsspiegel
gegen Null laufen. Um der weiten Streuung der Konzentrationswerte
Rechnung zu tragen, wurde bei der Quantifizierung von Furosemid in
Plasma der Arbeitsbereich in zwei, einander ablésende Arbeitsbereiche
(Plasma 1, Plasma 2) geteilt und jeder fir sich dem Validierungsprozel3
unterworfen.

Die Anzahl der &quidistanten Kalibrierpunkte fir alle erarbeiteten
Methoden betrug 6 (ICH-Guidelines [121]). Eine Ausnahme stellte der
zweite untere Arbeitsbereich des Analyseverfahrens Furosemid/Plasma
(Studie Il) dar; hierbei wurden 7 Kalibrierpunkte gewahlt, um fir diesen
niedrigen Konzentrationsbereich eine héhere statistische Absicherung zu
erhalten.
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Tab. 6-2: Validierte Arbeitsbereiche

Substanz | Studie Arbeitsbereich Arbeitsbereich
Plasma/Vollblut* Urin

Bumetanid | Studie | 5-105 ng/ml 20 — 220 ng/ml

Furosemid | Studie | 0,2-2,2 pg/ml 0,5-5,5 pg/ml

0,05 - 0,2 pg/ml (Plasma 1)
Furosemid | Studie Il 1,0 -6,5 pug/mi
0,2-2,7 pg/ml (Plasma 2)

Indapamid | Studie Il | 20-120 ng/ml* -

6.3.1.2 Linearitat

Die Kalibriergerade soll einen linearen Zusammenhang Uuber den
gesamten Arbeitsbereich zwischen der Konzentration des Analyten und
dem registrierten Detektorsignal aufweisen.

Die Uberprifung der Linearitat, entsprechend der ICH-Richtlinien zur
Validierung von Analysemethoden, erfolgte zunachst anhand einer
visuellen Kontrolle und mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten r der
ermittelten Kalibrierfunktion. Der Koeffizient muf3 hierbei groer als 0,999
sein [121].

Eine weitere rechnerische und objektivere Bewertung der Linearitat
erfolgte nach dem Anpassungstest nach MANDEL [123]. Fur die
Berechnung werden hierbei, wie unten angefuhrt, die Reststandard-
abweichungen der linearen und der quadratischen Funktion aus den
Melwerten der Kalibrierpunkte miteinbezogen. Weitere Rechenschritte
fuhren schliel3lich zu einem Prifwert (PW) der dem F-Test unterzogen
wird (s.u. Varianzhomogenitat).



160 6 Experimenteller Teil — Analytik

DS* =(N - 2)x5};- (N - 3)x5,

DS? - Varianzendifferenz

N - Anzahl der Konzentrationsstufen

Sy1 - Reststandardabweichung der linearen Kalibrierfunktion

Sy» - Reststandardabweichung der quadratischen Kalibrierfunktion

Die Berechnung des Pufwertes PW und der Vergleich mit dem tabellierten
F-Wert ergibt sich nach folgender Formel:

DS?

2
Sy2

PW =

PW - Prifwert
DS? - Varianzendifferenz
Sy» - Reststandardabweichung der quadratischen Kalibrierfunktion

Der Vergleich des Prifwertes mit dem tabellierten F-Wert (P = 95%;
f, =1, f, = N-3) ergibt:

Falls PW £F, so wird durch die Kalibrierfunktion 2. Grades keine
signifikant bessere Anpassung erreicht, und die tatsachliche Kalibrier-
funktion ist als linear anzusehen.

Falls PW >F, so stellt die Regressionsgleichung 2. Grades eine
bessere Anpassung dar, und die Eichfunktion ist in diesem Arbeits-
bereich signifikant unlinear.
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In  nachfolgender Tabelle (Tab.6-3) sind die Werte fur den
Korrelationskoeffizienten r sowie der Prifwert (PW) nach MANDEL
angegeben. Alle erhaltenen Kalibrierfunktionen weisen Linearitat auf.

Tab. 6-3: Linearitat (F; = 10,13 fir N =6 und F;= 7,71 fur N = 7; bei P = 95%)

Substanz Studie Iorr. PW Fi; P=95%
Plasma/Vollblut*
Bumetanid Studie | 0,99994 1,57 10,13
Furosemid Studie | 0,99998 4,68 10,13
Furosemid Studie Il 0,99984 0,001 7,71
Plasma 1
Furosemid Studie I 0,99989 7,21 10,13
Plasma 2
Indapamid* | Studie II 0,99978 0,46 10,13
(Vollblut)
Urin
Bumetanid Studie | 0,99993 0,36 10,13
Furosemid Studie | 0,99977 0,39 10,13
Furosemid Studie I 0,9995 1,70 10,13
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6.3.1.3 Wiederfindung

Die Wiederfindung beschreibt das Verhaltnis zwischen gespikten Proben,
angesetzt in biologischer Matrix, und Standardproben gleicher Konzen-
tration, gelost in Wasser.

Fur das jeweilige Analyseverfahren wurde Uber den gesamten Arbeits-
bereich eine Standardkalibrierfunktion (Wasser) erstellt. Die ermittelten,
aus Dreifachmessungen bezogenen Mittelwerte der einzelnen Mel3punkte
stellen hierbei den wahren Wert der gemessenen Konzentrationen dar
und werden gleich 100% gesetzt.

In Tab. 6-4 sind die prozentualen Wiederfindungsraten mit den dazuge-
horigen relativen Standardabweichungen s, dargestellt.

W =2 >100%
X
W - Wiederfindungsrate
X - Mittelwert der gemessenen gespikten Proben

Xw - Wahrer Wert
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Tab. 6-4: Wiederfindungsraten

Substanz Studie Wiederfindungsraten [%] Srel [%0]
Plasma/Vollblut*
Bumetanid Studie | 96,60 2,63
Furosemid Studie | 100,79 1,78
Furosemid Studie Il 100,79 2,02
Plasma 1
Furosemid Studie I 100,22 2,81
Plasma 2
Indapamid* Studie Il 73,09 2,50
(Vollblut)
Urin
Bumetanid Studie | 92,90 2,22
Furosemid Studie | 97,06 2,61
Furosemid Studie I 102,10 1,24

6.3.1.4 Varianzhomogenitat

Die Prufung auf Varianzhomogenitat liefert eine Aussage Uuber die
Gleichmaligkeit der Streuung aller Kalibrierpunkte tUber den gesamten
Arbeitsbereich. Die Kalibrierfunktion kann nur dann fir die Ermittlung der
Konzentrationen herangezogen werden, wenn eine statistische Gleichheit
der Varianzen gegeben ist. Es wird gepruft, ob die Standardabweichung
aus zwei unterschiedlichen Melreihen vergleichbar sind, ob also
Varianzhomogenitéat vorliegt. Ist das der Fall, so stammen die Werte aus
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einer Grundgesamtheit. Dabei mussen die zwei Mel3reihen nicht gleich
grol} sein.

Es werden hierzu jeweils 10 Probenansétze der obersten und der
untersten Konzentration des Arbeitsbereiches einzeln angesetzt und
vermessen. Aus den ermittelten Varianzen der beiden Grenzkonzen-
trationen wird der Quotient (PG) gebildet und dem F-Test unterzogen,
wobei s, > s, und PG > 1 ist [123].

2
PG =2
S
PG - Prifgrol3e
Sa - Standardabweichung an der Arbeitsbereichsgrenze a
Sy, - Standardabweichung an der Arbeitsbereichsgrenze b

Nach Bestimmung der Freiheitsgrade (f = Zahl der Freiheitsgrade, es gilt:
fan=N-1 wobei N =Anzahl der Proben (10)) und Festlegung der
statistischen Sicherheit (P =95%, P =99%, P =99,9%), kann die
berechnete Prifgrol3e (PG) mit dem tabellarisch ermittelten F-Wert
verglichen werden. Die Entscheidung, welche Art von Unterschied man
bereit ist zu akzeptieren wird nach folgenden Regeln festgelegt [123]:

PG £ F-Wert (P =95%) wahrscheinlicher Unterschied
PG £ F-Wert (P =99%) signifikanter Unterschied
PG £ F-Wert (P =99,9%) hochsignifikanter Unterschied
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Liegt die berechnete PrufgroRe unter dem tabellarisch ermittelten F-Wert
(P = 95%), das heildt ist PG £ F, so ist die Differenz der Varianzen nicht
wahrscheinlich und es liegt eine Homogenitat der Streuung vor. Die
Nullhypothese (Ho) gilt als erfillt.

In der fur den F-Test vorgesehenen Tabelle sind folgende Werte bei
gegebenen Bedingungen (P; f) abzulesen:

F-Wert 3,18 P=95%;f=9
F-Wert 5,35 P=99%:;f=9
F-Wert 10,11 P=999%:f=9

Die Varianzen der Arbeitsbereiche sind mit P = 95%iger Sicherheit
homogen (s. Tab. 6-5).

Tab. 6-5: Varianzhomogenitat

Substanz Studie Varianzhomogenitéat - PG Sicherheit P %
Plasma/Vollblut*
Bumetanid | Studie | 2,02 95
Furosemid | Studie | 2,66 95
Furosemid | Studie Il 1,26 95
Plasma 1
Furosemid | Studie Il 1,17 95
Plasma 2
Indapamid* | Studie Il 3,08 95
(Vollblut)
Urin
Bumetanid | Studie | 1,36 95
Furosemid | Studie | 2,96 95
Furosemid | Studie Il 2,52 95
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6.3.1.5 Prazision

Die Prazision gibt das Mal3 der Streuung von Analyseergebnissen eines
festgelegten Analyseverfahrens an.

Zur Berechnung wurden die MelRdaten der Varianzhomogenitat an der
oberen und unteren Arbeitsbereichsgrenze des Kalibrierbereichs erhoben.
Als Streuungsmald und damit als Prazisionsmalf’ wird hierbei die relative
Standardabweichung, die mit dem Variationskoeffizient identisch ist,
herangezogen [124]. Fur die Beurteilung der Prézision wurde zunachst
eine Uberprifung der Normalverteilung der MeRergebnisse Uber den
gesamten Arbeitsbereich vorangestellt und sodann der Variations-
koeffizient (VK) als Streuungsmald herangezogen.

Zur Prufung auf Normalverteilung wurde der Test nach DAVID
durchgefuhrt. Die Werte sind mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit
(P) (Entscheidungsregeln: s. Kap. 6.3.1.4) normalverteilt, wenn sich der
Quotient (PG) aus Spannweite (R) und Standardabweichung (s) innerhalb
der von DAVID vorgegebenen Grenzwerte befindet [124].

PG = GroferWert - KleinsterWert _ R
Sandardabweichung S

In dem fir den David-Test vorgesehenen Tabellenwerk sind folgende
Werte bei gegebenen Bedingungen (P; N) abzulesen:

Grenze David unten: 2,67 oben: 4,24 P =95%:N=10
Grenze David unten: 2,51 oben: 4,24 P =99%: N =10
Grenze David unten: 1,90 oben: 3,88 P=999%: N =10
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Fur alle Analyseverfahren lagen die Werte innerhalb der von DAVID
vorgegebenen Grenzen (P = 95%) und es liegt eine Normalverteilung vor
(vgl. Tab. 6-6).

Der Variationskoeffizient an den Arbeitsbereichsgrenzen zur Ein-
schéatzung der Prazision des Analyseverfahrens ergibt sich zu:

VK = > x100%
X

VK - Variationskoeffizient (entspricht relativer Standardabweichung)
S - Standardabweichung an der Arbeitsbereichsgrenze

X - Mittelwert der Einzelmessungen an der Arbeitsbereichsgrenze

Bei der Quantifizierung des Analyten aus biologischer Matrix sollte der
Variationskoeffizient nicht groBer als 15% und an der Bestimmungs-
grenze nicht grofRer als 20% sein [125].

An den unteren Arbeitsbereichsgrenzen lag die Préazision bei 1,12 —
4,72% und an den oberen Arbeitsbereichsgrenzen bei 0,19 —0,80%
(Tab. 6-6).
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Tab. 6-6: Prazision

UAG OAG UAG [%] OAG [%]
Plasma/Vollblut*
Bumetanid | Studie | 3,26 2,87 3,06 0,19
Furosemid | Studie | 3,02 2,72 472 0,65
Furosemid | Studie lI 3,41 3,17 1,12 0,31
Plasma 1
Furosemid | Studie Il 3,21 2,87 2,99 0,25
Plasma 2
Indapamid* | Studie I 3,05 3,43 2,74 0,80
(Vollblut)
Urin
Bumetanid | Studie | 2,75 3,12 3,34 0,38
Furosemid | Studie | 3,36 2,86 3,39 0,45
Furosemid | Studie Il 2,72 2,98 1,53 0,40

6.3.1.6 Richtigkeit

Die Richtigkeit gibt das MaR der Ubereinstimmung zwischen einem
gemessenem Wert und einem als richtig angesehenen wahren Wert an.
Als quantitative Mel3groRe wird somit die systematische Ergebnis-
abweichung aufgefuhrt.

Die Berechnung der Richtigkeit ergibt sich daher aus dem Vergleich der
Uber die Kalibrierfunktion ermittelten Konzentrationswerte einer Mel3probe
mit dem Wert der theoretischen Konzentration (Einwaage). Um die
Richtigkeit zu Uberprifen, wurden erneut die Mel3ergebnisse der
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Varianzhomogenitat an der oberen und unteren Arbeitsbereichsgrenze
herangezogen (vgl. Tab. 6-7).

Die Abweichung vom tatsachlichen Wert sollte an der oberen bzw.
unteren Grenze des Arbeitsbereiches 15% und an der Bestimmungs-
grenze 20% nicht Uberschreiten [125].

Die Richtigkeit berechnet sich nach folgender Gleichung:

drel = Poon = X x100%

Xsoll

de - Relative Abweichung; Richtigkeit
Xson - Wahrer Wert bzw. richtiger Wert

X - Mittelwert der Einzelmessungen an den Arbeitsbereichsgrenzen

An den unteren Arbeitsbereichsgrenzen lag die Richtigkeit bei 1,23 —
11,83% und an den oberen Arbeitsbereichsgrenzen 0,35 — 8,00%, wie in
Tab. 6-7 aufgelistet.
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Tab. 6-7: Richtigkeit

Substanz Studie Richtigkeit UAG [%] Richtigkeit OAG [%)]
Plasma/Vollblut*
Bumetanid | Studie | 5,63 0,89
Furosemid | Studie | 6,26 1,55
Furosemid | Studie Il 1,23 1,60
Plasma 1
Furosemid | Studie Il 1,60 1,02
Plasma 2
Indapamid* | Studie Il 4,20 0,35
(Vollblut)
Urin
Bumetanid | Studie | 11,03 8,00
Furosemid | Studie | 11,83 4,60
Furosemid | Studie Il 5,10 2,55

6.3.1.7 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze eines Analyseverfahrens stellt die geringste
Konzentration eines Analyten dar, die mit einer gegebenen statistischen
Sicherheit (P) quantitativ von der Arbeitsmenge Null unterschieden
werden kann [123]. Der unterste Punkt der Kalibriergeraden stellt
demnach die praktische Bestimmungsgrenze dar. Die statistische
Absicherung erfolgt hierbei tber die Bestimmung der Prazision und der
Richtigkeit an der unteren Arbeitsbereichsgrenze (UAG), wie in den
vorangehenden Abschnitten beschrieben. Des weiteren wird die
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theoretisch erreichbare Bestimmungsgrenze XB ermittelt [123], welche
auch ein Mal fir die Gute der Kalibriergerade darstellt.

In die Berechnung von XB gehen die Verfahrensstandardabweichung und
der Vertrauensbereich der Kalibrierfunktion mit ein. Der hierbei fir die
Bestimmungsgrenze berechnete theoretische Wert mul3 kleiner als der
unterste Punkt der Kalibriergeraden sein [122], [123]. Die berechneten
theoretischen Bestimmungsgrenzen der einzelnen Arbeitsbereiche lagen
alle unterhalb des untersten Punktes der jeweiligen Kalibriergeraden (vgl.
Tab. 6-8).

® 0
XB_Yh'ao_|_Syxt £+1+ i 2
Cll il 0o OB —('j2
A gX - X=
9
XB - Theoretische Bestimmungsgrenze
ap, - Achsenabschnitt
a; - Steigung der Kalibriergeraden
S, - Reststandardabweichung
t - t-Wert (P = 95%)
N - Anzahl der Mel3werte
Yn - Hilfsgrol3e, stellt die obere vertikale Vertrauensbereichsgrenze
flr x = X, dar [Funk]
y - Mittelwert der Peakflachen der vermessenen gespikten Proben
Xi - Einzelwerte der Konzentrationen der vermessenen gespikten
Proben
X - Mittelwert der Konzentrationen der vermessenen gespikten

Proben
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6.3.1.8 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze eines Analyseverfahrens stellt die geringste
qualitativ nachweisbare Konzentration eines Analyten dar [123], die sich
mit einer Wahrscheinlichkeit P von der Arbeitsmenge Null unterscheidet.
Zur weiteren Beschreibung des validierten Analyseverfahrens wird die
theoretisch erreichbare Nachweisgrenze XN herangezogen, die mit Hilfe
der Kalibrierfunktion bestimmt wird.

Die theoretische Nachweisgrenze stellt neben der theoretischen Bestim-
mungsgrenze ein weiteres Mal} fiir die Gite einer Kalibrierfunktion dar.
Auch hier gehen die Verfahrensstandardabweichung und der Vertrau-
ensbereich der Funktion in die Berechnung mit ein.

Die theoretische Nachweisgrenze mul3 gréf3er als Null und kleiner als die
theoretische Bestimmungsgrenze sein [123]. Alle berechneten theore-
tischen Nachweisgrenzen der einzelnen Arbeitsbereiche entsprachen
dieser Vorgabe (vgl. Tab. 6-8).

@ 0
s, % Ye .
XN=2x2 — | = +1+
a N .2
1 20 & _O
a.la XI-Xi
a

XN - Theoretische Nachweisgrenze

a; - Steigung der Kalibriergeraden
S, -Reststandardabweichung
t - t-Wert (P = 95%)

N - Anzahl der MeRwerte
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Ye

- Schnittpunkt der oberen Vertrauensbereichsgrenze mit der
y-Achse [Funk]

- Mittelwert der Peakflachen der vermessenen gespikten Proben

- Einzelwerte der Konzentrationen der vermessenen gespikten

Proben

- Mittelwert der Konzentrationen der vermessenen gespikten

Proben

Tab. 6-8: Theoretische Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Substanz Studie Arbeitsbereiche Theor. NG | Theor.BG
XN [ng/ml] | XB [ng/ml]
Plasma/Vollblut*
Bumetanid | Studie | 5-105 ng/ml 2,96 4,43
Furosemid Studie | 200 - 2200 ng/ml 129,71 193,55
Furosemid | Studie I 50 — 200 ng/ml 7,14 10,66
Plasma 1
Furosemid Studie Il | 200 — 2700 ng/ml 107,04 160
Plasma 2
Indapamid* | Studie Il 20 — 120 ng/ml 6,60 9,85
(Vollblut)
Urin
Bumetanid | Studie | 20 — 220 ng/ml 6,89 10,31
Furosemid | Studie | 500 — 5500 ng/ml 321,03 479,07
Furosemid Studie Il | 1000 — 6500 ng/ml 385,18 574,38
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6.4 Einzelwerte der Probanden und Patienten

6.4.1 Studie |

In den nachfolgenden Tabellen 6-9 —6-12 sind die Probanden-Einzel-
werte der Plasma und Urinproben unter Bumetanid-Infusion dargestellt.
Die Tabellen 6-13 — 6-16 zeigen die Einzelwerte der gleichen Probanden
unter Gabe von Furosemid.
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6.4.1.1 Bumetanid/Plasma — Studie |
Tab. 6-9; Tab. 6-10: Bumetanid/Plasma [ng/ml]; Teil 1, Teil 2

Zeit [min] #1 GD #3 HK #4 1P #5 NR #7 UR #8 UG #10 CS
30 13,39 8,11 11,41 14,00 14,88 16,88 15,45
60 13,61 7,42 10,22 12,47 13,58 17,23 16,13
90 15,09 7,73 11,67 11,23 13,00 12,84 12,87
120 15,92 8,62 11,01 11,46 12,51 12,56 12,23
135 17,36 10,70 10,33 12,29 13,00 14,07 14,15
150 28,06 17,96 16,43 19,83 18,19 17,11 22,88
165 34,10 18,74 20,91 20,21 21,74 23,97 22,61
180 38,26 19,27 23,25 20,40 24,46 25,09 27,55
210 38,40 20,50 23,77 22,23 26,02 31,78 36,07
240 37,52 21,72 29,65 21,47 33,38 33,10 28,79
270 34,27 22,13 30,87 22,42 35,35 32,36 31,73
300 32,51 21,02 35,33 24,55 38,77 32,03 26,15
330 29,39 20,22 36,82 25,48 39,76 32,76 26,09
360 30,84 18,50 35,63 25,52 40,56 35,44 23,76

Zeit [min] #11 MO #12 MB #13 SP #14 FS #16 AK MW sdv
30 13,91 13,50 13,40 12,65 13,63 13,43 2,17
60 16,24 13,68 16,03 11,59 12,09 13,36 2,84
90 17,82 13,61 16,62 13,29 11,10 13,07 2,65
120 19,52 12,67 12,86 12,88 11,08 12,78 2,71
135 18,91 14,37 16,61 12,45 13,27 13,96 2,59
150 30,91 25,55 26,34 16,12 23,76 21,93 5,01
165 37,64 25,20 29,40 20,77 26,37 25,14 5,86
180 44,58 30,93 33,73 23,60 31,02 28,51 7,54
210 48,28 25,32 36,06 27,99 37,35 31,15 8,26
240 51,79 41,70 41,36 29,63 36,89 33,92 8,66
270 49,49 46,71 38,38 34,14 34,48 34,36 8,06
300 55,73 43,06 39,26 32,83 35,83 34,76 9,19
330 58,87 42,34 37,65 32,09 38,51 35,00 10,01
360 62,55 44,85 40,18 30,67 39,97 35,70 11,51
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6.4.1.2 Bumetanid/Urin — Studie |
Tab. 6-11; Tab. 6-12: Ausscheidung Bumetanid/Urin [ug/min]; Teil 1, Teil2

Zeit [min] #1 GD #3 HK #4 1P #5 NR #7 UR #8 UG #10 CS
30 1,39 1,08 1,42 1,50 1,99 1,93 1,52
60 1,62 1,16 1,36 1,67 2,00 1,85 1,64
90 1,49 1,23 1,57 1,69 1,83 1,92 2,00
120 1,83 1,10 1,52 1,85 1,99 2,06 1,84
135 1,59 0,97 1,88 1,32 1,84 2,44 1,58
150 1,27 1,14 1,43 1,44 1,29 1,03 1,12
165 0,89 0,87 0,90 0,77 1,15 1,14 0,72
180 0,67 1,02 1,17 0,98 0,95 0,95 0,84
210 0,93 0,76 0,92 0,83 0,87 0,69 0,58
240 0,77 0,81 0,75 0,92 0,63 0,75 1,07
270 1,26 0,93 0,95 0,79 1,01 0,84 0,94
300 1,36 0,97 0,81 0,80 0,87 1,03 0,76
330 1,45 0,98 0,87 0,94 1,06 1,05 1,26
360 1,34 0,90 0,97 1,13 1,43 0,83 1,39

Zeit [min] #11 MO #12 MB #13 SP #14 FS #16 AK MW sdv
30 2,42 2,35 1,46 1,54 1,43 1,67 0,41
60 2,64 2,35 1,69 2,30 1,38 1,80 0,44
90 2,11 2,45 1,84 2,05 1,29 1,79 0,35
120 2,37 2,49 2,20 2,37 1,36 1,92 0,43
135 3,24 2,65 1,81 2,21 1,17 1,89 0,65
150 1,77 1,75 1,50 2,12 - 1,44 0,33
165 1,08 0,86 0,89 1,64 0,80 0,97 0,25
180 0,78 0,81 0,80 1,38 0,48 0,90 0,23
210 0,75 0,81 0,76 1,08 0,60 0,80 0,14
240 0,87 0,86 0,72 0,97 0,51 0,80 0,15
270 1,17 0,66 0,92 0,95 0,61 0,92 0,19
300 1,08 1,24 1,39 1,01 0,82 1,01 0,22
330 1,35 0,92 1,30 1,19 0,67 1,09 0,23
360 1,74 1,48 1,36 1,34 0,38 1,19 0,37
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6.4.1.3 Furosemid/Plasma — Studie |
Tab. 6-13; Tab. 6-14: Furosemid/Plasma [ug/ml]; Teil 1, Teil 2

Zeit [min] | #1 GD #3 HK #4 1P #5 NR #7 UR #8 UG #10 CS
30 0,63 0,54 0,64 0,75 0,55 0,72 0,54
60 0,62 0,37 0,63 0,71 0,52 0,71 0,50
90 0,59 0,33 0,64 0,72 0,53 0,59 0,50
120 0,59 0,30 0,54 0,70 0,51 0,61 0,45
135 0,58 0,37 0,62 0,69 0,47 0,75 0,47
150 0,62 0,45 0,65 0,87 0,59 0,76 0,48
165 0,76 0,48 0,69 0,97 0,61 0,94 0,57
180 0,82 0,55 0,85 1,09 0,68 1,07 0,61
210 0,96 0,58 0,85 1,18 0,81 1,17 0,65
240 1,13 0,83 0,99 1,29 0,99 1,37 0,76
270 1,23 0,93 1,06 1,48 1,13 1,50 0,74
300 1,41 1,06 1,28 1,62 1,38 1,54 0,82
330 1,43 1,42 1,30 1,68 1,45 1,76 0,91
360 1,55 1,42 1,40 1,75 1,55 1,74 0,96

Zeit[min] | #11 MO  #12MB  #13SP #14 FS #16 AK MW sdv
30 0,55 0,73 0,63 0,53 0,44 0,60 0,09
60 0,56 0,60 0,73 0,51 0,39 0,57 0,12
90 0,53 0,57 0,54 0,48 0,31 0,53 0,11
120 0,52 0,61 0,45 0,50 0,30 0,51 0,12
135 0,63 0,58 0,51 0,56 0,35 0,55 0,12
150 0,65 0,75 0,68 0,68 0,42 0,63 0,13
165 0,77 0,81 0,77 0,79 0,48 0,72 0,16
180 0,84 1,00 0,98 0,85 0,58 0,83 0,19
210 0,93 1,14 1,02 1,09 0,70 0,92 0,21
240 1,17 1,28 1,27 1,20 0,78 1,09 0,21
270 1,22 1,36 1,46 1,26 0,88 1,19 0,25
300 1,39 1,59 1,49 1,34 0,93 1,32 0,26
330 1,47 1,51 1,58 1,38 0,93 1,40 0,26
360 1,43 1,76 1,53 1,49 1,02 1,46 0,26
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6.4.1.4 Furosemid/Urin — Studie |
Tab. 6-15; Tab. 6-16: Ausscheidung Furosemid/Urin [pug/min]

Zeit [min] #1 GD #3 HK #4 1P #5 NR #7 UR #8 UG #10 CS
30 93,39 54,25 81,37 95,44 69,03 123,77 30,36
60 91,94 51,48 64,89 80,07 38,25 115,80 53,04
90 84,10 60,30 69,19 91,59 56,09 83,68 54,32
120 94,42 55,11 56,71 85,23 62,04 108,79 32,29
135 27,40 36,28 78,51 90,93 35,10 88,27 55,82
150 98,56 29,60 - 33,91 37,94 45,91 44,02
165 57,88 27,74 - 33,90 36,03 44,32 44,93
180 39,79 30,16 35,59 29,79 35,28 42,93 43,19
210 40,28 34,27 26,92 31,05 36,17 40,36 38,80
240 37,28 13,25 38,94 39,32 20,40 45,78 38,20
270 47,34 11,93 29,52 38,46 13,64 46,08 36,95
300 54,57 19,67 27,08 41,61 15,18 52,11 42,31
330 66,27 16,65 38,97 74,19 21,83 61,21 34,29
360 65,26 25,29 34,30 48,50 17,30 56,02 35,01

Zeit [min] #11 MO #12 MB #13 SP #14 FS #16 AK MW sdv
30 96,16 60,79 59,74 79,67 47,95 74,33 25,70
60 80,92 60,93 59,30 77,62 44,45 68,22 22,02
90 80,18 52,33 61,33 65,70 41,42 66,69 15,32
120 81,72 63,85 56,58 65,44 45,73 67,33 21,52
135 75,76 41,88 61,04 45,12 32,65 55,73 22,74
150 48,31 26,68 30,89 22,63 24,56 40,27 21,21
165 35,21 17,37 20,52 17,59 21,97 32,50 12,99
180 44,32 15,65 17,92 23,58 22,03 31,69 10,10
210 39,82 15,93 16,74 24,96 20,40 30,47 9,26
240 33,83 19,29 21,50 32,68 30,87 30,95 10,08
270 43,13 24,52 27,37 35,23 27,31 31,79 11,60
300 42,84 23,91 28,14 43,04 34,30 35,40 12,64
330 46,04 25,51 34,24 41,96 33,52 41,22 17,90
360 55,56 25,46 35,52 40,71 20,04 38,25 15,35
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6.4.2 Studie Il

In den Tabellen 6-17 —6-20 sind jeweils flr alle 12 Patienten die
Konzentrationen und Ausscheidungsraten von Furosemid (Plasma, Urin)
unter Placebogabe aufgefihrt.

Die Tabellen 6-21 —6-24 zeigen die entsprechenden Werte unter
Indapamid-Vorbehandlung.

Die trough-level und Blutkonzentrationen von Indapamid sind in Tabelle
6-25 und Tabelle 6-26 dargestellt.
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6.4.2.1 Furosemid/Plasma (Placebo) — Studie Il
Tab. 6-17; Tab. 6-18: Furosemid/Plasma [ug/ml] unter Placebogabe; Teill, Teil2

Zeit [min] #1 KH #2 PS #3 FK #4 HK #5 EH #6 KM #7 MB
0-60
65 2,03 2,35 2,98 2,91 1,88 2,48 2,48
70 1,44 1,79 2,28 2,06 2,10 1,87 1,80
75 1,16 1,57 1,84 1,82 1,72 1,48 1,52
90 0,61 1,08 1,20 1,19 1,13 0,98 1,16
105 0,39 0,86 0,85 0,87 0,84 0,78 0,89
120 0,25 0,64 0,63 0,63 0,65 0,53 0,71
150 0,14 0,44 0,39 0,42 0,42 0,33 0,46
180 0,07 0,27 0,27 0,29 0,30 0,17 0,33
210 0,05 0,17 0,16 0,19 0,20 0,12 0,23
240 0,04 0,11 0,10 0,11 0,15 0,09 0,15
Zeit [min] | #8 EMH #9 AK #10 WK #11 AR #12 WS MW sdv
0-60
65 2,89 2,39 2,21 3,06 1,88 2,46 0,42
70 2,09 2,11 1,67 2,47 1,59 1,94 0,30
75 1,53 1,64 1,17 2,16 1,25 1,57 0,29
90 0,95 1,07 0,71 1,62 0,78 1,04 0,27
105 0,67 0,72 0,44 1,24 0,56 0,76 0,23
120 0,46 0,49 0,32 0,97 0,43 0,56 0,19
150 0,29 0,29 0,17 0,71 0,29 0,36 0,15
180 0,13 0,18 0,08 0,53 0,19 0,23 0,13
210 0,08 0,13 0,05 0,37 0,09 0,15 0,09
240 0,05 0,06 0,00 0,27 0,05 0,10 0,07
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6.4.2.2 Furosemid/Urin (Placebo) — Studie I

Tab. 6-19; Tab. 6-20: Ausscheidung Furosemid/Urin [pg/min] unter Placebogabe;
Teill, Teil 2

Zeit [min] #1 KH #2 PS #3 FK #4 HK #5 EH #6 KM #7 MB
0-60
75 207,94 286,49 199,83 203,94 89,49 201,45 118,00
90 122,42 105,97 119,75 143,38 114,82 136,46 77,40
105 56,89 80,82 52,47 63,69 62,62 74,93 36,09
120 52,53 41,90 43,62 46,96 45,41 63,55 25,76
150 19,16 21,01 24,29 38,48 33,66 39,21 23,55
180 14,20 17,96 18,11 36,22 24,28 25,52 22,24
210 15,42 8,76 15,29 20,91 20,57 21,42 12,01
240 9,36 7,21 12,22 15,33 10,93 15,93 9,21
Zeit [min] | #8 EMH #9 AK #10 WK #11 AR #12 WS MW sdv

0

75 214,71 194,83 127,69 81,17 121,52 170,59 61,69
90 85,55 157,73 117,95 71,12 113,74 113,86 26,03
105 65,79 80,87 56,26 92,28 81,36 67,01 15,69
120 44,95 41,40 49,32 49,87 56,51 46,82 9,22
150 26,28 23,43 24,73 36,21 31,22 28,43 6,99
180 18,13 15,35 15,96 25,88 28,92 21,90 6,54
210 11,13 13,80 13,73 20,70 17,09 15,90 4,27
240 9,89 11,30 14,85 15,21 28,09 13,29 5,46
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6.4.2.3 Furosemid/Plasma (Indapamid) — Studie Il
Tab. 6-21; Tab. 6-22: Furosemid/Plasma [ug/ml] unter Indapamidgabe; Teil 1, Teil 2

Zeit [min] #1 KH #2 PS #3 FK #4 HK #5 EH #6 KM #7 MB
0-60
65 2,10 3,18 3,28 3,13 2,49 2,05 2,59
70 1,43 2,03 2,22 2,29 2,11 1,58 1,94
75 1,14 1,49 1,76 1,90 1,57 1,30 1,59
90 0,63 0,80 1,13 1,21 1,00 0,83 1,19
105 0,40 0,45 0,88 0,85 0,79 0,64 0,89
120 0,28 0,32 0,64 0,70 0,60 0,48 0,73
150 0,15 0,15 0,39 0,39 0,40 0,29 0,46
180 0,08 0,06 0,27 0,27 0,29 0,18 0,33
210 0,04 0,02 0,14 0,16 0,21 0,14 0,22
240 0,02 0,00 0,11 0,10 0,16 0,07 0,14
Zeit [min] | #8 EMH #9 AK #10 WK #11 AR #12 WS MW sdv
0-60
65 3,76 2,39 2,29 3,16 3,10 2,79 0,54
70 2,89 1,83 1,76 2,75 2,72 2,13 0,47
75 2,17 1,50 1,46 2,36 2,14 1,70 0,38
90 1,05 0,84 0,87 1,71 1,33 1,05 0,29
105 0,75 0,56 0,63 1,33 1,03 0,77 0,26
120 0,53 0,38 0,47 0,97 0,86 0,58 0,21
150 0,30 0,20 0,29 0,63 0,56 0,35 0,15
180 0,15 0,14 0,19 0,54 0,38 0,24 0,14
210 0,09 0,08 0,11 0,39 0,28 0,16 0,11
240 0,06 0,06 0,07 0,25 0,20 0,10 0,07
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6.4.2.4 Furosemid/Urin (Indapamid) — Studie Il

Tab. 6-23; Tab. 6-24: Ausscheidung Furosemid/Urin [ug/min] unter Indapamidgabe;
Teil 1, Teil 2

Zeit [min] #1 KH #2 PS #3 FK #4 HK #5 EH #6 KM #7 MB
0-60
75 180,68 292,92 174,10 206,64 111,37 220,99 145,90
90 126,79 112,42 122,47 144,14 83,29 135,53 96,19
105 77,03 71,78 57,62 77,03 90,65 107,44 50,45
120 46,57 39,97 44,12 56,15 59,49 50,24 40,06
150 20,01 18,63 25,07 34,83 30,56 41,61 23,03
180 19,85 20,99 17,27 23,76 25,50 26,88 20,11
210 10,15 9,56 13,43 20,42 22,06 19,95 9,44
240 13,55 6,07 9,97 11,37 5,98 12,89 10,53
Zeit [min] | #8 EMH #9 AK #10 WK #11 AR #12 WS MW sdv
0-60
75 204,77 118,63 163,19 110,45 161,84 174,29 52,65
90 151,21 123,80 94,50 98,07 146,48 119,57 22,70
105 55,05 67,56 61,51 47,83 103,68 72,30 19,84
120 45,35 46,52 49,07 47,38 48,76 47,81 571
150 30,11 25,18 24,59 23,16 39,01 27,98 7,34
180 18,36 13,61 17,51 20,63 31,49 21,33 4,87
210 12,42 13,37 14,46 10,04 33,76 15,76 7,19
240 11,05 8,84 12,39 16,65 35,48 12,90 7,72
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6.4.2.5 Indapamid/Vollblut — Studie Il

Tab. 6-25; Tab. 6-26: Indapamid/Vollblut [ng/ml], trough-level (0 min) und Kinetik (O -
240 min); Teil 1, Teil 2

Zeit [min] #1 KH #2 PS #3 FK #4 HK #5 EH #6 KM #7 MB
0 20,32 35,53 42,33 37,71 25,70 31,74 20,25
60 21,24 35,45 42,66 41,12 25,48 37,88 24,08
90 21,98 35,46 45,13 42,75 25,35 41,85 23,28
120 21,10 35,92 45,87 50,67 29,85 45,74 22,88
180 23,65 37,08 53,96 51,33 36,11 49,74 28,49
240 21,44 36,72 59,94 51,05 43,06 52,87 29,47
Zeit [min] | #8 EMH #9 AK #10 WK #11 AR #12 WS MW SD
0 40,30 42,20 21,56 25,28 22,90 30,36 8,57
60 39,70 42,17 24,99 30,22 22,95 32,03 8,42
90 40,61 45,43 29,61 32,78 24,62 34,07 8,57
120 42,07 43,19 30,21 34,31 26,71 35,71 9,35
180 42,45 50,10 33,92 37,14 36,02 40,00 9,18
240 41,85 55,73 40,08 38,49 35,84 42,21 10,69
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