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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Biotransformation

Die Biotransformation ist ein Prozess, der in alleebewesen stattfindet. Der Begriff
Biotransformation beschreibt die metabolische Undlamg exogener (kdrperfremder) und
endogener (korpereigener) Stoffe in einem Lebeweségtabolische Enzyme, die sich in
Organen, Geweben oder Korperflissigkeiten befindspielen in diesem Prozess eine
entscheidende Rolle. Zu den exogenen Substanzdenzéhter anderen Arzneimittel oder
pflanzliche Substanzen. Je lipophiler diese Substarsind, desto schlechter kénnen sie tber
Urin und Faeces aus dem Kérper ausgeschieden wéhdhén 1.1). Geschieht dies nicht, kann
sich eine Akkumulation dieser Substanzen schadiich den Korper auswirken. Auch viele
Arzneistoffe werden Uber die Biotransformation ietsboliten umgewandelt, welche schliel3lich
aus dem Korper ausgeschieden werden. Die Biotramatmn fuhrt jedoch nicht immer zu einer
Inaktivierung pharmakologisch wirksamer Substanzefitunter kénnen aktive Metaboliten
entstehen, welche auch schadlich auf den Organisritken kénnen. Bei sogenannten Prodrugs
handelt es sich um Arzneimittel, welche erst dudhBiotransformation in aktive Metaboliten
umgewandelt werden, die im Gegensatz zur Muttetanbs pharmakologische Aktivitat
aufweisen (Josephy et al. 2005; Chasseaud und Ha&RIO7; Lu und Kacew 2009).

R.T. Wiliams teilte die Prozesse des Fremdstoffb@tamus bereits vor Gber 40 Jahren in zwei
Phasen ein. Phase | schliel3t Prozesse wie die ixigd&eduktion und Hydrolyse ein. In diesem
Schritt werden meist funktionelle Gruppen in dasmaetabolisierende Molekil eingebaut. In
Phase Il werden die gebildeten Intermediate dankdnpereigenen Stoffen (z.B. Glucuronsaure,
Schwefelsaure, oder Glutathion) konjugiert. Diebrflin der Regel zu einer Erhéhung der
Wasserloslichkeit und somit zu einer Verbesserueg Ausscheidbarkeit der Substanzen
(Chasseaud und Hawkins 2007).

Da nicht jede dem Korper zugefiigte Substanz dieséthades Fremdstoffmetabolismus
durchlauft ist diese Phaseneinteilung der Biotramsétion nicht unumstritten. Einige

Substanzen bendtigen keine Phase I-Reaktion undekdmach Konjugation ausgeschieden

1
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werden. Andere Substanzen erreichen bereits naelsePh eine ausreichende Polaritdt um
ausgeschieden zu werden. Trotzdem vereinfacht diEsgeilung die Vorgadnge der

Biotransformation und wird heutzutage haufig geh{fiosephy et al. 2005; Chasseaud und
Hawkins 2007, Lu und Kacew 2009).

Absorption

!

Blutkreislauf

1

Phase |

!

Phase ll

!

Exkretion

7 N

Faeces Urin

Abb.1.1 Schema der Biotransformation. Nach Absonpgxogener (kdrperfremder) und
endogener (kdrpereigener) Stoffe gelangen diedermnBlutkreislauf. Von dort aus
werden sie unverstoffwechselt oder Giber metabdigsizyme (Phase | oder Phase 1)
verstoffwechselt und tGber Urin und Faeces ausgedehi.
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1.2 Cytochrom P450 und Arzneistoffmetabolisierung

Im Allgemeinen wird die Biotransformation tber iard_eber und anderen Geweben befindliche
Enzyme katalysiert. Phase I-Reaktionen werden kaaptich durch Cytochrom P450-Enzyme
Uber Oxidation bzw. Reduktion und Hydrolyse Kkatmsts wahrend in der Phase |l
Glucuronidierung, Sulfatierung und Acetylierung iNordergrund stehen. Diese Prozesse
verbessern die Polaritat der resultierenden Meita@imolum sie leichter UGber Urin oder
Galleflussigkeit ausscheidbar zu machen (Wijneal.€2007).

Die Cytochrom P450-Enzyme (CYPs) gehoéren zu eingreBamilie physiologisch wichtiger
Enzyme, die fur die Metabolisierung endogener uxaolgener Substanzen verantwortlich sind.
Cytochrome sind nach ihrer zellularen (Cyto) Lage mach ihrer photometrischen Eigenschatft
(Chrome) benannt. In Anwesenheit von Kohlenstoffmom bilden die reduzierten
Eisenmolekiile der Ham-Gruppe (Pigment) einen Komypder zu einem Absorptionsmaximum
bei 450 nm fihrt. Beim Hund sind derzeit neun CYischrieben: CYP1Al, CYP1A2,
CYP2B11, CYP2C21, CYP2C41, CYP2D15, CYP2EL, CYP3AI CYP3A26 (Kamimura
2006). Im Vergleich zu anderen Spezies gibt esebiglierdings nur wenige Informationen tber
das tatsachliche Substratspektrum dieser Cytochi?dB0-Enzyme beim Hund (Graham et al.
2006).

Cytochrom P450-Enzyme sind aufgrund ihrer Aminosgéequenzhomologie in Familien und
Subfamilien eingeteilt. Entsprechen sich die Améosn zu Uber 40 %, spricht man von einer
Familie, die als erste Ziffer in der Bezeichnung denzyms genannt wird. Liegt der Anteil
gleicher Aminoséauren bei Uber 55 % gehdren diesedyome zu einer Subfamilie und werden
als GroR3buchstabe zusammengefasst. Die zweite #iffter Bezeichnung des Enzyms stellt das
Isoenzym dar. Humane CYPs der Familien 1-3 sind78e80 % an Phase l-abhangigen
Metabolisierungen von Arzneistoffen beteiligt unpieten auch eine Rolle im Metabolismus
chemischer Substanzen. Einige CYP-Substrate korsien Cytochrom-Aktivitdt hemmen
(Inhibitoren), andere wiederum kénnen die Exprassan CYPs steigern (Inducer). Der Grol3teil
der durch CYPs vermittelten Metabolisierungska@gaziist in der Leber lokalisiert.
Extrahepatische CYPs sind dartber hinaus in einietza&hl von Geweben (zum Beispiel

Jejunum (Dunndarm), Pankreas (Bauchspeicheldr@sggbrum (Gehirn), Pulmo (Lunge), Ren
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(Niere), Medulla Ossium (Knochenmark), Mastozytstagtzellen), Ovar (Eierstock), Testiculus
(Hoden) identifiziert worden (Wijnen et al. 2007).

1.3 Polymorphismen in Cytochrom P450 Enzymen

Polymorphismen (griechisch ,Vielgestaltigkeit”) diverbreitet auftretende Genvariationen. Sie
reprasentieren Sequenzvariationen mit dem Auftretm zwei oder mehr Allelen an einem
Genort mit einer Frequenz von >1 % in einer bestiemPopulation. Der haufigste genetische
Polymorphismus ist der Single Nukleotid Polymorphis (SNP). Er bezeichnet den Austausch
eines einzelnen Nukleotides (Stojiljkovic et al12D

Uber Sequenzanalysen wurden bisher finf der neumnema Cytochrome als polymorph
beschrieben: CYP1A2, CYP2C41, CYP2D15, CYP2E1 uN®PEA12. Allerdings ist Uber die
Auswirkung dieser Polymorphismen auf die Arzneistatabolisierung bisher nur wenig
bekannt. Haufig werden Unterschiede in den Plasmerationen pharmakologisch wirksamer
Substanzen und derer Metaboliten in pharmakokicietis Studien oder Toxizitatsstudien bei
Hunden beobachtet. Nur wenige Studien richteterbaiehr Augenmerk auf die Assoziation mit
Polymorphismen (Kamimura 2006).

Polymorphismen kénnen in praklinischen Studiendemen Hunde als Versuchstiere eingesetzt
werden, eine entscheidende Rolle spielen. So kosrmemicht nur die Pharmakokinetik des
Arzneistoffs beeintrachtigen, sondern auch zu eiméerschiedlichen Arzneistoffantwort fihren.
Dies kann wiederum Uber die Wirksamkeit und dien&ibeit eines Arzneistoffes mitentscheiden
(Tenmizu et al. 2006; Fleischer et al. 2008).

Hunde représentieren nicht nur Patienten in deirzdichen Praxis oder Klinik, sondern werden
auch im Rahmen von préklinischen Studien, insbem@nzur Pharmakokinetik neuer Wirkstoffe
eingesetzt. Kamimura empfiehlt bereits im Jahre6200r Gruppen von genetisch homogenen
Beagle Hunden fur diese Studien einzusetzen, unPdéential interindividueller Unterschiede

zu minimieren (Kamimura 2006).
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1.4 Der CYP1A2 1117C>T Polymorphismus beim Hund

Im CYP1A2 des Hundes wurde vor einigen Jahren elynkorphismus (CYP1A2 1117C>T)
identifiziert, welcher in homozygoter Auspragung emem Totalausfall dieses Enzymsystems
fuhrt (Tenmizu et al. 2004; Mise et al. 2004a). 4eie Polymorphismus ist in Exon 4 des
CYP1A2-Gens des Hundes lokalisiert. Dort befindieh sbeim Wildtyp die Base Cytosin,
wéahrend polymorphe Hunde an dieser Stelle die Basenin aufweisen. Dadurch wird das fir
Arginin codierende Basen-Triplett CGA zu TGA, weadshals Stopcodon fungiert und somit zu
einem frihzeitigen Abbruch der Translation fihrasDentstehende trunkierte Protein ist nicht
funktionsfahig und kann somit keine Metabolisiersmggktionen katalysieren (Tenmizu et al.
2004, Abb. 1.2). Dieser CYP1A2-Polymorphismus uadahmit verbundene Enzymausfall fihrt
bei normalerweise Uber CYP1A2 metabolisierten Sabemt zu einer signifikanten
Beeintrachtigung der Pharmakokinetik.

Das kinetische Verhalten einer oral verabreichtebsganz ist bestimmt von der Absorption
(Aufnahme), Distribution (Verteilung) und der Elimerung (Ausscheidung). Wéahrend die
Aufnahme- und Umverteilungsphase nur wenig von €lytom-Polymorphismen beeinflusst
werden, koénnen diese in der Eliminierungsphase einischeidende Rolle spielen. Einige
Substanzen werden hauptséachlich tber Oxidationsoeak durch Cytochrome metabolisiert.
Bereits im Jahre 2004 wurde beschrieben, dass d&1€82 1117C>T Polymorphismus zu
einem signifikant unterschiedlichen pharmakokirokten  Verhalten zweier neuer
Wirksubstanzen (YM64227 und AC3933) fuhrt (Tenmieu al. 2004; Mise et al. 2004a).
Weiterhin gibt es Hinweise, dass dieser Polymorpbs fur die grof3en interindividuellen
Unterschiede im kinetischen Verhalten einer dritBrbstanz (Celecoxib) mitverantwortlich ist
(Kamimura 2006). Am Beispiel der Substanz AC3933nrken Hunde als ,poor
metabolizer* (PM) und ,extensive metabolizer” (Ephéanotypisiert werden (Mise et al. 2004a).
Durch Immunoblotverfahren konnten dieselben Autospidter zeigen, dass PM-Hunde kein
CYP1A2 in der Leber exprimieren (Mise et al. 2004b)

Obwohl bisher wenig tUber die mdéglichen toxischerhgé&o von Cytochrom-Polymorphismen
beim Hund berichtet wurde ist es mdglich, dass tmagn, welche hauptsachlich Uber
Cytochrome metabolisiert werden, bei einem Enzyifadumxisch wirken kbnnen (Kamimura

2006). Fleischer et al. weisen in einer Ubersichisia darauf hin, dass es in Zukunft
5
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maoglicherweise Microarray-gestitzte Testsystemesgefird, mit welchen Hunde auf mdgliche
Polymorphismen getestet werden kdnnen. Entspreeh@&edtverfahren existieren in grof3erem
Stil bereits fir einige CYP-Polymorphismen beim Memen (Fleischer et al. 2008).

117G M7T
Exon 4 Exon d

MRNA ‘...CTGGAGATC'ITCCGACACACC... ‘ ‘...CTGGAGATC'I‘I’CTGACACACC... ‘

AS Sequenz ( - L-E-F-RH-T... ‘ ( ...L-E-I-F-Stop ‘
!

Protein

Katalysierte

Reaktion RH+ O, +2H" + 26 - ROH + H,O RH + O, + 2H" + 2e~ 3% ROH + H,O

Abb. 1.2 Cytochrom P4501A2 1117C>T Polymorphisnaiis iHund, modifiziert nach Aretz
und Geyer 2010. Der Basenaustausch 1117C>T fuheireem frihzeitigen
Stopcodon und damit zu einem Abbrechen der Proaeisiition bei der CYP1A2-
Proteinbiosynthese. Entsprechende sonst von CYR4iaR/sierte
Biotransformationsreaktionen konnen dann nicht netattfinden.
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1.5 Methylxanthine

Methylxanthine sind Xanthinderivate, die als natiw Inhaltsstoffe in unterschiedlichen
Konzentrationen in verschiedenen Pflanzen vorkomme@affein (1,3,7-Trimethylxanthin),
Theophyllin (1,3-Dimethylxanthin) und Theobromin,{d@imethylxanthin) sind verwandte
Methylxanthine, die eine &hnliche pharmakologisch¢irkung aufweisen (Abb. 1.3).
Methylxanthine liegen in Reinform als weil3e Kriggavor, die in Wasser schwer I6slich sind,
keinen Geruch, aber einen bitteren Geschmack aséwei Wegen ihrer nachweislichen
pharmakologischen Wirkung waren sie seit jehereinMedizin von Bedeutung (Matissek 1997).
Coffein ist als anregender Inhaltsstoff das Haladald in Kaffee, Theophyllin findet sich neben
Coffein in Tee, Theobromin findet sich als Haupsddikd in Kakaopflanzen. Methylxanthine
verteilen sich nach Aufnahme in allen Kérperflugsigen und akkumulieren aufgrund ihrer
schnellen Verstoffwechslung nicht in Organen undv@=en. Hauptsachlich werden sie Uber
Cytochrome in der Leber metabolisiert (Arnaud 2011)

Abhangig von der Tierart werden sie in untersclobeéin prozentualen Anteilen Gber den Urin
und die Faeces ausgeschieden. Miller et al. konimteginer Studie 89 % des verabreichten
radioaktiv markierten Theobromins im Urin und 4,58tden Faeces von Hunden nachweisen.
36,8 % des an Hunden verabreichten Theobromins evurdverandert mit dem Urin
ausgeschieden, 19,9 % als 3-Methylxanthin (3-MX% % als 7-Methylxanthin (7-MX) und
0,4 % als 3,7-Dimethylharnsaure (3,7-DMH). Beim Hukonnte somit eine dominierende
Aktivitat der Demethylierung von Theobromin an @&ndungsstelle 7 aufgezeigt werden (Miller
et al. 1984; Arnaud 2011).

e A T
N Y N O N<__N
T T YIS
H,C N H,C” N HN N
o CH o H o  CH,

1,3,7-Trimethylxanthin 1,3-Dimethylxanthin  3,7-Dimethylxanthin
(Coffein) (Theophyllin) (Theobromin)

Abb. 1.3 Chemische Struktur und KlassifizierunghMethylxanthine.
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151 Theobromin

Theobromin (griechisch ,die Speise der Goétter*)dsss Hauptalkaloid in Kakadrleobroma
cacag. Der Gehalt an Theobromin in Kakao und Schokoladed durch viele Faktoren
beeinflusst. Die Hauptfaktoren stellen hierbei Biearbeitung, das Herstellungsverfahren, der
Genotyp der Kakaopflanze, die geographische Abstamgnund das Gewicht der Kakaobohne
dar. Da Schokoladenprodukte in der Regel eine Misghaus verschiedenen Kakaobohnen
enthalten, lasst sich ein genauer Theobroming@hainem Fertigprodukt nicht mehr errechnen.
Handelsubliche Milchschokolade enthélt circa 0,%84Kakaobutter circa 0,006 % und weil3e
Schokolade circa 0,002 % Theobromin (Matissek 1997)

Shively et al. zeigten, dass die orale Bioverfugbanon Theobromin in Schokolade (circa 80 %)
geringer als die Bioverflugbarkeit einer oral appliten Theobromin-Salz-Losung ist (Shively et
al. 1985). Mumford et al. verglichen jedoch in eiS¢udie die Absorption und Bioverfluigbarkeit
von Schokolade und oral verabreichten TheobrominKapseln. Hierbei war die orale
Bioverfugbarkeit des Theobromins in der Schokoladker als die der Kapseln. Auch wurden
nach kirzerer Zeit héhere Konzentrationsmaxima rderhVerabreichung von Schokolade im
Plasma nachgewiesen (Mumford et al. 1996). Die Aamtovermuteten, dass die applizierte
Theobromin-Salz-Lésung, die Shively et al. 1985wesrdeten, die Theobrominabsorption

verringern konnte.

1.5.1.1 Klinische Wirkung

Heutzutage gibt es in Deutschland kein zugelassAnaseimittel in der Tiermedizin, welches
Theobromin als Monopréparat enthalt. Seine leisfirdernde Wirkung findet jedoch noch
heute einen Missbrauch im Doping von Windhunden uehnpferden (Loeffler 2000;
Schaarschmidt 2008).

Diuretische Wirkung von Theobromin

Bereits um die Jahrhundertwende 1900 wurde eingtarkte Urinausscheidung nach Aufnahme
von Theobromin beobachtet. Die diuretische Wirkumgrde arzneilich genutzt (Diurefin

Theobromin-Natriumsalicylat), jedoch ging die Betdmg durch die Einfihrung wirksamere
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Diuretika im Jahre 1930 zurtck (Rau 2001). Dorfrugnd Jarvik bestatigten 1970 die hohere
Wirksamkeit von Coffein im Vergleich zu Theobromimyogegen Czok im Jahre 1974
Theobromin die stérkere diuretische Wirkung zudpi@morfman und Jarvik 1970; Czok 1974).
Der renale Blutkreislauf wird durch Adenosini- und o>-Rezeptoren reguliert (Vallon et al.
2006). Theobromin besitzt im Vergleich zu andereetiMixanthinen zwar eine geringere
Adenosin-Rezeptor-Affinitat, zeichnet sich aber mmch als nicht-selektiver Adenosin-
Antagonist aus, wodurch die diuretische Wirkungegklaren ist (Fredholm und Lindstrém 1999;
Smit 2011).

Wirkungen von Theobromin auf den Respirationstrakt

Die Kontraktilitat der glatten Muskulatur der Brdmen wird tGber adrenerdg®-Rezeptoren und
Adenosin-Rezeptoren reguliert (Smit 2011). Aufgruted relaxierenden Wirkung auf die glatte
Bronchialmuskulatur wurde Theobromin auch in dethA®-Therapie eingesetzt, jedoch durch
das starker wirkende Theophyllin ersetzt (LocheBA9 Theobromin unterdrickte in einer
Vergleichsstudie mit Codein den Hustenreiz effetivwobei Theobromin deutlich weniger
Nebenwirkungen aufwies (Usmani et al. 2005).

Sowohl die bronchodilatative als auch die antitessWirkung schreibt Smit gegenwartig
Theobromin als Adenosin-Rezeptor-Antagonist zup@hdsei die genaue Wirkweise ungeklart
(Smit 2011).

Kardiovaskulare Wirkungen von Theobromin

Ein weiteres Anwendungsgebiet von Theobromin stelie Therapie der Herzinsuffizienz dar
(Batterman et al. 1959). Hierbei erwies sich Theabn durch die Kombination aus diuretischer,
vasodilatierender und positiv inotroper Wirkung atsteilhaft (Heathcote 1920; Chapman und
Miller 1974; Timson 1975).

In der Literatur finden sich jedoch auch Angabeachwelchen Theobromin aufer Magen-
Darm-Reizungen keine pharmakologischen Wirkungemm b®&lenschen zuzusprechen sind
(Dorfman und Jarvik 1970) und die therapeutischézblrkeit daher bestritten wird (Tarka
1982).
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152 Metabolismus von Theobromin

Die Stoffwechselwege von Theobromin wurden intenbi@im Menschen erforscht und
beschrieben. Im Gegensatz zu Coffein und Theophyllird Theobromin nicht in andere
Dimethylxanthine verstoffwechselt. Dagegen entsteig der Demethylierung von Coffein das
Theobromin und aus Theophyllin entsteht das Pathxa(Smit 2011).

Eine vergleichende Studie zwischen funf verschiedeBaugetieren (Ratte, Maus, Hamster,
Kaninchen und Hund) zeigte, dass alle untersucBfmries oral appliziertes Theobromin tber
Demethylierung, Ringoxidation und Ringteilung zu efibiegend gleichen Metaboliten
verstoffwechseln. Jedoch lieRen sich grol3e Untegdehim quantitativen Verhaltnis der
einzelnen Metaboliten erkennen, welche vor allem Rliaferenz der Demethylierungsposition
betreffen. Bei Hund und Ratte zeigte sich eined?ediiz fir die Demethylierung an Position C7,
wodurch der pharmakologisch wirksame Metabolit 3Manthin entsteht. Beim Menschen
und vielen anderen untersuchten Spezies dominiagegen der Anteil des Metaboliten
7-Methylxanthin tber 3-Methylxanthin, da hier dieDdmethylierung bevorzugt an Position C3
ablauft. Als quantitativ grof3ter Anteil wurde vorerd meisten Spezies jedoch unveréndertes
Theobromin ausgeschieden (Miller et al. 1984; Acha011, Abb. 1.4).

Im Ubrigen stellt Coffein eine Testsubstanz fir diessung der CYP1A2-Aktivitat beim
Menschen dar und wird daher zur Phenotypisierunstirneter CYP1A2-Polymorphismen
eingesetzt (Zanger et al. 2008).

Gates und Miners zeigten im Jahre 1999, dass név&1A2 auch CYP2E1 am Metabolismus
von Theobromin beim Menschen beteiligt ist. Dabsi CYP1A2 an der Bildung von
7-Methylxanthin und CYP2E1 an der Bildung von 7-Mgdxanthin, 3-Methylxanthin und
3,7-Dimethylharnséure beteiligt. Als Testsubstaiz Aktivititsmessungen von CYP1A2 und
CYP2E1 ware Theobromin jedoch nicht geeignet, da mehrere Enzyme in den einzelnen
Metabolisierungsschritten beteiligt sind (Gates Wwithers 1999). Dorne et al. beschreiben
zudem die Beteiligung von CYP2A6 im Metabolismus vidhieobromin beim Menschen (Dorne
et al. 2001). Des Weiteren muss angemerkt werdess tlotz hoher Sequenzhomologie zwischen

einzelnen CYPs von Mensch und Hund, das Substidtspe durchaus unterschiedlich ausfallen

10



Einleitung

kann (Fink-Gremmels 2008). So zeigten z.B. Misale{2008), dass CYP1A2, anders als beim

Menschen, im Metabolismus von Coffein beim Hundhhlzeteiligt ist.
s
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung des Theobromaimktmus beim Hund. Die
Prozentangaben beziehen sich auf den jeweiligeailAtgr Metabolite im Urin nach
oraler Verabreichung von Theobromin. Angaben nadleiet al. 1984.
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1.5.3 Theobrominvergiftung beim Hund

Als therapeutische Dosis fur den Hund werden in diéeratur fur Theobromin 20 mg/kg
Korpergewicht angegeben (Glauberg und Blumenth&31¥Hornfeldt 1987). Erste klinische
Anzeichnen sind ab dieser therapeutischen Dosis 2@mg/kg KG zu erwarten, schwere
Anzeichen bereits ab 40-50 mg/kg KG und Anfalles@mg/kg KG (Gwaltney-Brant 2001). So
traten Vergiftungserscheinungen beim Hund in derrgsiegenheit bereits bei einer
aufgenommenen Menge Theobromin von unter 100 mifkgergewicht auf (Jansson et al.
2001). Strachan und Bennett beschreiben 1994 eises@on 100 mg/kg KG als letale Dosis fur
den Hund (Strachan und Bennett 1994).

Die Berichterstattung Gber Theobrominvergiftungemn Bieren begann nach dem 2. Weltkrieg.
Zu dieser Zeit waren Vergiftungen weit verbreitd, Kakaobohnenschalen als Futterzusatz fur
Vitamin D bei Nutztieren verwendet wurden (Sutto@81). In der Literatur erschienen
Fallberichte von Vergiftungen bei Pferden (Hoos@85), Schweinen, Gefligel (Blakemore und
Shearer 1943), Kalbern (Curtis und Griffiths 19#2)nden, Katzen, Ratten, Mausen, Kaninchen,
Meerschweinchen (Tarka 1982; Eteng et al. 1997gr alnch bei Hausfliegen (Srinivasau und
Kesava 1979). Menschen hingegen verzehren seit f&tteokolade wobei nie tUber gravierende

Vergiftungserscheinungen berichtet wurde.
Fallberichte von Theobrominintoxikationen

Bei Haustieren, insbesondere dem Hund, wird immexder von Theobrominvergiftungen
aufgrund von Schokoladenverzehr berichtet (Decléa2] Sutton 1981; Tarka 1982; Glauberg
und Blumenthal 1983; Hooser 1985; Hornfeldt 198Tachan und Bennett 1994; Sturgeon und
Sutton 2008; Stosic et al. 2011), aber auch nach derzehr von Kakaobohnenschalenmulch
wurden Vergiftungssymptome beschrieben (Droletlel@84; Hovda und Kingston 1994). Im
Jahre 1942 starben sechs Hunde infolge der Vemfinge eines Futtermittels mit einem
Theobromingehalt von 2 g/kg (Clough 1942). Durchtias weggeworfenen Mill verstarben
zwei Wildtiere (Rotfuchs und Dachs) in Schwedennugttich an einer Theobrominvergiftung
(Jansson et al. 2001). Glauberg und Blumenthatchigtien im Jahre 1983 von einem 20,6 kg
schweren Springer Spaniel, der einen Tag nach déradme von Milchschokolade mit einem
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geschatzten Theobromingehalt von 1920 mg nach getender Nervositat, Harninkontinenz,
Tremor und generalisierten Krampfen verstarb. Deru@spiegel des verstorbenen Hundes
betrug 133 mg Theobromin/l (Glauberg und Blumenftgi3).
Stidworthy et al. untersuchten einen Fall in demldundebesitzer eine geringe Menge dunkler
Schokolade an vier englische Bulldoggen verfiuttefteei dieser Hunde kollabierten und starben,
zwei der Hunde zeigten keine Symptome. Aufgrund dleschzeitigen Todes zweier zuvor
gesunder Hunde schlossen die Autoren auf eine Tasobvergiftung und unterstitzten hiermit
die Beobachtung von Gans et al., die bereits 198 die individuelle Variabilitat in der
Pharmakokinetik von Theobromin bei Hunden berighttefGans et al. 1980; Stidworthy et al.
1997).
Hovda und Kingston beschreiben im Jahre 1994 dédie Fvon Theobrominvergiftungen bei
Hunden infolge des Verzehrs von Kakaobohnenschalktm(Theobromingehalt: 0,2 - 3,0 %),
der in Gartenzentern zum Verkauf angeboten wirte Afei Hunde zeigten Vomitus, Nervositat
und Tremor und wurden symptomatisch behandelt.Htind zeigte nach 96 h keine deutliche
Besserung der Symptome, die anderen beiden Huhdéear sich nach 72 h vollstéandig (Hovda
und Kingston 1994). Auch Drolet et al. berichtenelts im Jahre 1984 von einem ahnlichen Fall.
Nach dem Verzehr grol3er Mengen Kakaobohnenschealestavb ein Labrador Retriever infolge
von Konvulsionen (Drolet et al. 1984).
Strachan und Bennett verwiesen 1994 auf die GedARdit von Schokoladenprodukten indem
sie Uber einen Fall von Kakaopulveraufnahme durgli Hunde berichteten, die am Folgetag
verstarben. Eine anschlie3ende Obduktion ergalm &eeumspiegel von 140 mg Theobromin /|
(Strachan und Bennett 1994).
Sutton berichtete 1981 von einer Theobrominaufnadomeh einen Springer Spaniel in Form
von einer Tasse Kakaogetrank. Auch dieser Hundtaktrsam Folgetag gemafld Obduktion an
akutem Herz-Kreislaufversagen (Sutton 1981).
Deckerbeschrieb den Fall eines Airedale Terriers, wel&leckschokolade aufgenommen hatte
und nach Vomitus, Tremor, Spasmen und zyanotis&olreimhauten einen komatésen Zustand
aufwies. Der Hund verstarb unmittelbar nach derurikin einer Tierklinik (Decker 1972).
Stosic et al. berichteten von einem Kavalier Kintp@es Spaniel, welcher etwa 25 Stunden vor
Vorstellung in der tierarztlichen Klinik circa 2@0Vollmilchschokolade aufgenommen hatte.
Dies entspricht einer errechneten, aufgenommenerobrominmenge von 200-400 mg bzw.
13
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33-66 mg/kg KG. Die Besitzer des Hundes berichtetan Diarrhoe und Vomitus bei gestortem
Allgemeinbefinden. In der Klinik zeigte der Hunddaim Exzitationen, Tachykardie, Tachypnoe
und Polyurie. Eine Bestimmung der Methylxanthinkemzationen mittels HPLC ergab 45 h
nach Schokoladenaufnahme einen Serumspiegel vom08heobromin /I. Der Hund wurde
nach funftagiger umfangreicher Therapie mittelsiéndnen, Aktivkohle, Esmolol und Atenolol
mit gutem Allgemeinbefinden entlassen (Stosic e2@11).

Symptome einer Theobrominvergiftung werden in déeno genannten Berichten wie folgt
zusammengefasst: Nervositat, Hyperaktivitat, Trenyanose der Schleimhaute, Spasmen,
Hyperthermie, Ataxie, Vomitus, Diarrhoe, Polyuri@ehydratation, Harninkontinenz, Tachypnoe,
beginnende Bradykardie bis Tachykardie, Arrhythmi&oma, plotzliches Herz-Kreislauf-

Versagen.

Offizielle Meldungen von Theobrominintoxikationen

Eine Analyse von Sturgeon und Sutton aus 3014 fr&td@ Theobrominvergiftungen bei Hunden,
die im Zeitraum von April 1992 bis Oktober 1997 \feterinary Poisons Information Service in
London gemeldet wurden, ergab eine hohe Morbidjgdpch eine geringe Mortalitédt nach
Theobrominaufnahme (Sturgeon und Sutton 2008).

Hooser berichtete tber 77 Falle von TheobrominWerggen bei Tieren, die im Jahr 1984 an das
National Animal Poison Control Center der Univeisilllinois gemeldet wurden und kam zu
dem Ergebnis, dass in 97,4% aller Anrufe die Abfma von Schokolade fir
Vergiftungssymptome verantwortlich war. Insgesar#rien zwei Hunde und zwei Pferde
(Hooser 1985).

Toxikologische Studien mit Theobromin

Gans et al. fuhrten 1980 eine Studie durch, inMischlingshunden unterschiedliche Mengen
Theobromin in Kapseln verabreicht wurden. Nach ailiigper Applikation verstarb einer von vier
Hunden bei einer Dosierung von 300 mg/kg Korperghtyisowie einer von acht Hunden bei
500 mg/kg Korpergewicht und einer von zwei Hundeei K000 mg/kg Korpergewicht.

Symptome traten nicht dosisabhangig auf und aufertd in Hecheln, Nervositat und Tremor.

Wahrend der Langzeitapplikation von Theobromin mtewschiedlichen Dosierungen starben
14
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sieben von zehn Hunden. Die verbliebenen drei Hunatelen am Ende der Studie euthanasiert.
In der Obduktion dieser zehn Hunden zeigten sigtsbehs Tieren fibrotische Myopathien des
rechten Vorhofes, die ebenfalls nicht dosisabhaagftyaten (Gans et al. 1980).

Hodenatrophie (Friedmann et al. 1975; Tarka et1281), sinkende Wachstumsgeschwindigkeit,
Gewichtsverlust und Thymusatrophie (Tarka et al79)9 wie sie in Rattenversuchen nach
Applikation von Theobromin zu beobachten warentetrabei Hunden nicht auf. Bei einer
Verabreichung von Theobromin in einer Dosierung worter 300 mg/kg traten unter den

Studienbedingungen bei keinem Hund Symptome eieegiffung auf (Gans et al. 1980).
Therapie der Theobrominvergiftung beim Hund

Da kein spezifisches Antidot existiert, wurden inend berichteten Fallen von

Theobrominvergiftungen symptomatische Therapiemgead@itet. Empfohlen werden induziertes
Erbrechen, Magenspulungen und Verabreichung vonivikdgtile um die Resorption von

Theobromin Uber den Magen-Darm-Trakt zu verhindewmederholte Diazepam-Injektionen

gegen Krampfanfélle, bei langanhaltenden Krampfenasthesien durch kurzwirkende

Barbiturate oder Phenobarbital, Uberwachung derzfidektionen und gegebenen Falles die
Verabreichung von Propanolol beziehungsweise Lito¢&lauberg und Blumenthal 1983;

Hornfeldt 1987; Hovda und Kingston 1994; Strachad B8ennett 1994). Einige Hunde wurden
vom Besitzer tot aufgefunden, andere starben treizgeleiteter Therapie an Herz-

Kreislaufversagen. In einigen Fallen wurden die ¢turmbduziert. Die ermittelten Diagnosen
entsprachen dem Kklinischen Bild. Es zeigten siclyéé@berladungen mit schokoladeé&hnlichem
Inhalt, geschwollene und gerttete Schleimhaute iragén-Darm-Trakt, Zyanose, Leber-,
Nieren-, Milzstauungen und diffuse Lungenstauungol@r 1972; Sutton 1981; Drolet et al.
1984; Strachan und Bennett 1994).

Theobromin in Zusammenhang mit Doping

Aufgrund des stimulierenden und leistungsfordernBéiekts zahlt Theobromin im Rennsport
von Hunden und Pferden zu den doping-relevanterst@noben (Loeffler 2000; Schaarschmid
2008).

Fur den Pferdesport gibt die Deutsche Reiterlicleeehigung (Bundesverband fur Pferdesport

und Pferdezucht) im Anhang | eine Liste der Dopifgéanzen und verbotenen Methoden im
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Wettkampf an. Hier liegt der Grenzwert fur Theobmomim Urin bei 2 pg/ml. Im
Schlittenhundesport gilt die Liste verbotener Sabsén und verbotener Methoden von 2011,
herausgegeben von der International Federatioeaid8g Sports. Hier zahlt Theobromin zu den
Stimulantien und ist verboten.

Auch die FCI (Federation Canina International)-$@ainung, die im Windhundesport (Rennen

und Coursing) gilt, legt einen Grenzwert von 2 pid/nn fest.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Polymorphismen in den Cytochrom P450-Enzymen (CYd@s)Menschen wurden in den letzten
Jahrzehnten intensiv erforscht. Viele von diesel, €YP2D6, CYP2C9 oder CYP2C19 haben
einen erheblichen Einfluss auf die Metabolisieruags und damit auf das Auftreten
unerwiunschter Arzneimittelwirkungen. Polymorphisnierden CYPs des Hundes sind weniger
gut erforscht. Diese sind jedoch aus zweierlei ldhitsvon Interesse: So ist der Hund nicht zur
Zielspezies der Arzneitherapie in der Veterinarmiedisondern im Falle des Beagle Hundes
auch Modelltier fir pharmakokinetische Untersuchamgn Rahmen der Arzneistoffentwicklung
und -zulassung. Ein besseres Verstandnis der geheti Variabilitdt in den CYPs des Hundes
wirde dabei nicht nur die therapeutische Sicheshelér Arzneistoffe verbessern, sondern auch
pharmakokinetische Daten aus Studien am Beagle Hesser interpretierbar machen.

Derzeit wurden neun Cytochrom P450-Enzyme des Hundentifiziert: CYP1Al, CYP1A2,
CYP2B11, CYP2C21, CYP2C41, CYP2D15, CYP2E1, CYP3Al CYP3A26. Fir einige
der genannten CYPs wurden bereits polymorphe Sequdmeschrieben. Darunter ein CYP1A2
1117C>T Polymorphismus, welcher in homozygoter Aagpng zu einem Totalausfall des
CYP1A2 fuhrt. Dies aul3ert sich nicht nur in erhelidin Unterschieden in der Metabolisierung
von Entwicklungssubstanzen (AC-3933, YM-64227) irahRien der Arzneistoffentwicklung,
sondern kénnte auch an der hohen Empfindlichkeitdanden gegeniiber Methylxanthinen wie
Theobromin beteiligt sein.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte Theobrominnadgliches CYP1A2-Substrat des Hundes
identifiziert und die Metabolisierung sowie die aén Elimination von Theobromin nach oraler
und intravendser Einmalgabe in Abhéngigkeit von giametischen Disposition der eingesetzten
Hunde untersucht werden. Das Ziel dieser Studie wiame CYP1A2 Genotyp-basierte
pharmakokinetische Metabolismusstudie mit der veilksn Substanz Theobromin. Da eine
hohere Empfindlichkeit fir toxische Reaktionen iar dGruppe der polymorphen CYP1A2
1117T/T Hunde erwartet wurde, wurde eine subtoxadabsierung von 10 mg/kg Korpergewicht

gewabhilt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Genotypisierung

2.1.1 Material

DNA-Gewinnung und -Isolierung

MasterAmg™ Buccal Swab Brush Epicentre, Biotechnologies, Madison, USA

QIAmp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Ethanol, 100% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Phosphatgepufferte Salzlésung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Heraeus Multifuge 3 L-R Kendro Laboratory Products GmbH, Kernen, Deutsahlan
Vortex Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Eppendorf Reaktionsgefal’ Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Genotypisierung

TagMan Genotyping Master Mix

AmpliTaq Gold DNA-Polymerase

dNTP-Mix

Reaktionspuffer

TagMan AD Assay

Applied Biosystems 7300 Thermocycler

7300 Real-Time PCR-System Sequence Detection S&t{&DS) v1.4

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
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2.1.2 Methode

DNA-Gewinnung

Es wurden von der Maulschleimhaut Abstriche von H€agle Hunden mit Hilfe von
MasterAmg™ Buccal Swab Brushs (Epicentre, Biotechnologies, istag USA) entnommen
und genomische DNA mittels QIAmp DNA Mini Kit (Qiag, Hilden, Deutschland) isoliert.

Um Verunreinigungen zu vermeiden wurden die Prodoemiichternen Tieren gewonnen. Nach
Entnahme des Buccal Swab Brushs aus der sterilevelpackung wurde der Fang des Tieres
gedffnet und das Stabchen 10 x grindlich Uber dieleBnhaut gerieben. Dabei wurde das
Stabchen zusétzlich gedreht um moglichst viel Zalérmal auf das Stabchen zu Ubertragen.
Anschlie3end wurde das Stébchen in ein gekennzetietirsteriles Probengefald verbracht. Die
Proben wurden mindestens 2 Stunden getrocknet usdzur DNA-Isolierung bei 4-8°C

aufbewabhrt.

DNA-Isolierung

Die DNA wurde mit Hilfe des QIAmp DNA Mini Kit, ndt Vorgaben des Herstellers (Qiagen,
Hilden, Deutschland, QIAmp DNA Mini and Blood Miklandbuch) isoliert. Hierzu wurden die
Buccal Swab Brushs (Epicentre, Biotechnologies, istagd USA) in ein 2-ml-Reaktionsgefal}
Uberfuhrt und 500 pl phosphatgepufferte Salzlostungefligt. Nach Zugabe von 20 pl Protease
(im Kit enthalten) und 500 ul Buffer AL (im Kit emalten) wurde die Probe sofort mit Hilfe
eines Schuttelgerats (Vortex) 15 Sekunden vermigxdmach wurde die Probe fir 10 min in ein
auf 56°C erwarmtes Wasserbad gestellt und im AnsshlO min bei Raumtemperatur (15-25°C)
mit 3220 x g zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3 L-KRendro Laboratory Products GmbH,
Kernen, Deutschland). AnschlieRend wurden 500 hhidl hinzugefligt und die Probe erneut
mit einem Schiittelgerat gemischt. Danach wurde@ pd0des Reaktionsgemisches in eine
QIAamp-Spinsaule (im Kit enthalten) Uberfihrt, Inmmit 6.000 x g zentrifugiert und die
QIAamp-Spinsaule in ein sauberes 2-ml-Reaktionfyeksetzt. Mit den restlichen 700 pl des
Reaktionsgemisches wurde ebenso verfahren. Im Ausscivurde dem Reaktionsgemisch 500 pl

Buffer AW1 (im Kit enthalten) zugefiigt und 1 min n@.000 x g zentrifugiert. Die QlAamp-
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Spinsdule wurde erneut in ein 2-ml-Reaktionsgefé&ezt und daraufhin 500 pul Buffer AW?2
(im Kit enthalten) zugefligt. Dieses Gemisch wurdai mit 20.000 x g zentrifugiert und in ein
neues 1,5-ml-Reaktionsgefal3 gesetzt. Der Séaule emuthnach 150 pl Buffer AE (im Kit
enthalten) zugeflgt, bei Raumtemperatur 1 min irktibund mit 6.000 x g zentrifugiert. Die
DNA-LOsung wurde bis zur PCR Analyse bei -20°C awfahrt.

Genotypisierung

Die isolierte DNA wurde ohne vorherige Quantifizieg mit einem Volumen von 7,5 pl in die
nachfolgende PCR-Reaktion zur CYP1A2-Genotypisigrugingesetzt. Dabei wurde eine
Methode angewendet, die von Aretz und Geyer (26&6thrieben wurde und die auf einer allel-
spezifischen Bindung von Fluoreszenzfarbstoff-ggledien Oligonukleotidsonden an die DNA
beruht.

Das Pipettieren der PCR-Ansatze (7,5 pl DNA-L6sut®ys pl TagMan Master Mix, 0,625 pl
des Gemischs aus Primern und allel-spezifischend&gn4,375 pl DNase-freies Wasser,
Gesamtvolumen 25 ul) als auch die DurchfihrungREaktionen wurden nach Anweisung des
Herstellers (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Dierwendeten Oligonukleotid-Primer
(vorwarts: 5-CCT TAA TGG AGG CCT TCA TCC T-3'; kwarts: 5'-CAG AAG AAG CAG
GCC TTA CCT-3', Applied Biosystems) waren spezliigegen das CYP1A2-Gen gerichtet und
lieferten ein 89 bp groRRes, den 1117C>T SNP emthadéts Amplifikationsprodukt. Die beiden
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (VI6duFAM) gekoppelten Sonden (Applied
Biosystems) unterscheiden sich in ihrer Sequenzanueiner Position (siehe Unterstreichung)
entsprechend dem zu untersuchenden SNP im CYP1A2(G 7C-Allel: VIC-5-ATC TTC
CGA CAC ACC T-3' und 1117T-Allel: FAM-5-ATC TTC T& CAC ACC T-3'). Am 3‘ der
Sonden wurde ein Quencher gekoppelt, welcher dyerffiuoreszenz der Sonden unterdrickt.
Solange die Fluoreszenzfarbstoffe mit dem Quenicheiumlich naher Verbindung stehen, geht
die Anregungsenergie auf den Quencher Uber, sokd#ass Fluoreszenz detektiert werden kann.
Trifft aber die Polymerase bei der Elongation abegel von dem Vorwartsprimer auf die Sonde,
SO baut sie Uber ihre 5° Exonuklease-Aktivitat dd®ndennukleotide ab. Dabei wird der
Fluoreszenzmarker frei und kann bei Anregung Liemtittieren. Diese Fluoreszenz wird im

Rahmen einer real-time PCR-Reaktion aufgezeichnet.
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Die in einer 96-well Platte befindlichen PCR-Angt@urden mit einem Applied Biosystems
7300 Thermocycler (Applied Biosystems) amplifizidabei wurde eine initiale Denaturierung
bei 95°C fur 10 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen dbenaturierung bei 92°C fir 15 Sekunden
und Bindung bzw. DNA-Synthese bei 60°C fir eine Mendurchgefiihrt. Nach Beendigung der
PCR wurde in einem post-run Fluoreszenzread dierészenz beider Sondenfarbstoffe bestimmt
und Uber die Sequence Detection Software (SDS) attdmatisch der entsprechende Genotyp
zugewiesen (Allelische Diskriminierung). Der im Raén der absoluten Quantifizierung
wahrend der real-time PCR gemessene Fluoreszenzhawagro Zyklus diente zur
Qualitatskontrolle des PCR-Laufs. Die Zuweisung deenotypen erfolgte auf folgender
Grundlage: Wird nur der mit der CYP1A2 1117C-Soged&oppelte Farbstoff FAM freigesetzt,
liegt das C-Allel homozygot vor (Abb. 2.1). Wenmgeh nur der an die CYP1A2 1117T-Sonde
gekoppelte Farbstoff VIC freigesetzt wird, stammé dNA-Probe von einem Hund der
homozygot das T-Allel tragt (Abb. 2.2). Werden leidrarbstoffe freigesetzt, liegt ein
heterozygoter Genotyp CYP1A2 C/T vor (Abb. 2.3).

Bei automatischer software-gestutzter allelischeskiminierung stellt sich folgendes Bild dar:
Die nach dem PCR-Lauf gemessenen FluoreszenzeWbrund FAM werden gegeneinander
aufgetragen. No template control (NTC) Proben, hel&eine genomische DNA enthalten,
zeigen nur Hintergrundfluoreszenz fur VIC und FARfoben homozygot fur das T-Allel werden
nur im FAM-Kanal registriert, Proben homozygot fidlas C-Allel nur im VIC-Kanal.
Heterozygote Proben liegen auf einer gedachten &lhiakbierenden; hier wird Fluoreszenz in
beiden Kanalen fir FAM und VIC detektiert. Die Zdoung der Genotypen C/C, C/T und T/T
erfolgte automatisch durch die Software.
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Abb. 2.1 Reprasentative Darstellung eines real-tH@®R Laufes fir einen homozygoten
CYP1A2 1117T/T Hund. Es wurde nur ein Fluoreszevacuos fiur den Farbstoff
FAM detektiert.

Abb. 2.2 Reprasentative Darstellung eines real-fRiRR Laufes fiir einen homozygoten
CYP1A2 1117C/C Hund. Es wurde nur ein Fluoreszevaas fur den Farbstoff
VIC detektiert.
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Abb. 2.3 Reprasentative Darstellung eines real-tH@d&R Laufes fir einen heterozygoten

CYP1A2 1117C/T Hund. Es wurde ein Fluoreszenzzwsaficteide Farbstoffe,
FAM und VIC, detektiert.

2.2 Kinetikstudie

2.2.1 Material

2211 Tiere

Charakterisierung der Priftiere

In der Prufung wurden 10 Hunde der Rasse BeaglaelansBestand der Bayer Animal Health
GmbH (Monheim am Rhein, Deutschland), gezichtet Harlan Winkelmann (Eystrup,

Deutschland) eingesetzt.

Vor Studienbeginn wurden 270 Hunde auf einen Pofpmismus im Cytochrom P4501A2-Gen

getestet und entsprechend ihres Genotyps untedechi€-inf ausgewéahlte Hunde wiesen den
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genannten Polymorphismus auf, wahrend funf HundeekePolymorphismus zeigten. Diese

zehn Hunde wurden vor Studienbeginn zur Sichedueizweites Mal typisiert.

Die Hunde wurden entsprechend den gesetzlichen cioften durch eine permanente
Tatowierung im Ohr unveranderlich und individueliowie durch eine laufende Nummer

gekennzeichneDie Charakteristika der eingesetzten Hunde sirithipelle 2.1 aufgelistet.

Tab. 2.1 Kennzeichnung der eingesetzten Hunde
Genotyp laufende Geschlecht Genotyp laufende Geschlecht
Nummer Nummer
C/C 1 Q T/T 6 3
TIT 2 ) TIT 7 )
TIT 3 3 TIT 8 Q
CIC 4 Q CiC 9 3
CI/C 5 Q C/C 10 Q

Eingewodhnungsphase vor Prifungsbeginn

Die fur die Prufung vorgesehenen Tiere waren zuirBegler Prifung bereits an die
Prufeinrichtung gewdhnt.

Einschlusskriterien

In die Prifung wurden nur Hunde eingeschlosseninddéer Einschlussuntersuchung am Priftag
(PT) -4 Kklinisch unauffallig waren. Die Tiere dunft mindestens zwei Monate vor der
Applikation von Theobromin nicht mit Methylxanthime behandelt worden sein. Die

Einschlussuntersuchung wurde von mir vorgenommehninuden Rohdaten dokumentiert.
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Ausschlusskriterien vor Einschluss in die Prifung

Tiere mit gestértem Allgemeinbefinden oder Symptoneener schwerwiegenden Erkrankung

zum Zeitpunkt der Einschlussuntersuchung wurdentmicdie Prifung eingeschlossen.

Verbleib der Tiere nach Prufungsende

Nach Beendigung der Prifung gingen die Hunde wiededlen Bestand des Bayer Animal

Centers, Monheim am Rhein, Deutschland uber.

Haltungsbedingungen

Die Hunde waren in der Prifeinrichtung des Bayem#ah Centers untergebracht. Die Hunde
wurden einzeln in Zwingern gehalten. Die Kéafige eamit einem Fliesenboden, Futternédpfen
und Nippel-Selbsttranken ausgestattet. Die GroReseZwingers betrug mindestens 6m2. Es
wurde eine Luftfeuchtigkeit von 40-85 % und eindttamperatur von 18-23°C angestrebt. Die
Tierhaltungsraume wurden taglich fur 12 Stundenaiora 6.00-18.00 Uhr kinstlich beleuchtet.

Futterung und Tranke

Die Tiere wurden einmal taglich bedarfsgerecht mitem handelsiblichen Alleinfutter flr
Hunde (Firma Ssniff, extrudiert, Alleinfutter fir udde, Ssniff-Spezialdidten GmbH,
59494 Soest, Deutschland) gefittert. Die Futterzgiggunkte wurden in den Rohdaten
dokumentiert. An den Tagen vor der Applikation wairdie Futteraufnahme zeitlich begrenzt.
Der Zeitpunkt des Futterentzugs wurde dokumentient.den Applikationstagen erfolgte die

Futterung 4 h nach der Applikation.

Trinkwasser stand den Tieread libitum zur Verfigung. Die Wasseraufnahme wurde nicht

dokumentiert und Wasserproben wurden nicht genommen

Hygienemalinahmen
Die Reinigung der Zwinger erfolgte mindestens eintéglich.
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2.2.1.2 Verwendete Prifgegenstande

Material

Analysenwaage Mettler AM 100  Mettler Toledo GmbHe@en, Deutschland

Waage Mettler PM 4800 Mettler Toledo GmbH, GielRen, Deutschland
DeltaRange
Vortex Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Ultraschallbad Transsonic 460 Elma, Singen, Delasch

Filter Millipore Sterivex TM GP  Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland
0,22 um

FluroTec Stopfen (03) West Pharmaceutical ServiEsshweiler, Deutschland
Polyethylenglykol 200 Sigma-Aldrich Chemie GmbH uilarchen, Deutschland
Hartgelatine-Leerkapseln KUpper-Primax GmbH, Tror§dDeutschland
Natronhydroxid Platzchen KMF Laborchemie HandelsbBInLeipzig, Deutschland
Methansulfonsaure Merck, Darmstadt, Deutschland

Methode

Herstellung der Kapseln

Um eine exakte per orale Applikation der intendierTheobromindosis zu gewahrleisten, wurde
die individuell erforderliche Menge des Theobromimsit Hilfe des dokumentierten
Korpergewichtes berechnet, am Tag der Applikation jedes oral zu behandelnde Tier
individuell in Hartgelatine-Leerkapseln geflllt uma separaten mit der Tier ID beschrifteten
Behaltern aufbewahrt. Als Hilfsstoff wurde PEG 200Verhéaltnis 1:1 verwendet.
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Tab. 2.2 Prifgegenstand 1

) Theobromin-Hart-Gelatine-Kapseln, GroRe 4, farbkbes,
Bezeichnung

transparent
) Theobromin-Polyethylenglykol 200 im Verhaltnis 1:1
Wirkstoff o .
individuell eingewogen
Hilfsstoffe Polyethylenglykol 200
Chargenbezeichnung Bll-442-0-1
Behélter 50 ml Injektionsflasche mit Bordelkappe
Bayer Animal Health, Formulation Technology, Morheam
Herkunft
Rhein, Deutschland
Lagerung Raumtemperatur und Lichtschutz

Herstellung der Injektionslosung

Am Tag der Applikation wurde eine 5 molare NaOH Wwadg mit Hilfe eines NaOH Platzchens
und Bidestwasser angesetzt. Es wurden 40 g Bidsséwvaorgelegt, 2 g Theobromin zugeflugt
und mit Hilfe eines Schittelgerats (Heidolph MR B) vermischt. Da man auf diese Weise
keine klare Losung erhielt, wurden 3 g NaOH Lésmangetropft bis die Lésung klar vorlag und
einen pH-Wert von 12,5 aufwies. Im Anschluss wurder pH-Wert durch 0,29

Methansulfonsédure auf 11,5 eingestellt. In einemsd¥elben wurde die Losung auf 50 ml
aufgeflllt und durch einen Spritzenvorsatzfilteril{jdore Sterivex TM GP 0,22 um) in eine

50 ml Klarglasflasche (Glasart I) steril filtrieDie Glasflasche wurde mit einem Silikonstopfen

und einer Bordelkappe verschlossen.
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Tab. 2.3 Prifgegenstand 2
Bezeichnung Theobromin-Injektionslésung
Wirkstoff Theobromin
Wirkstoffgehalt 4 g in 100 ml (4%)
Hilfsstoffe Bidestwasser, NaOH 5N, Methansulfonsaur

Chargenbezeichnung Bl1-441-0-6

Bayer Animal Health, Formulation Technology, Mormheam Rhein,

Herkunft

Deutschland

50 ml Klarglasinjektionsflasche Glasart | mit Tefstopfen und
Behalter

Bordelkappe
Lagerung Raumtemperatur und Lichtschutz

2.2.2 Methode

2221 Versuchsaufbau

Die Studie wurde als kinetische Studie im 2x2 cimasr Design unter Berlcksichtigung des
Standards von “Good Scientific Practice Studieggr ®ichtlinie fur die Durchfihrung von
pharmakokinetische Studien (EMEA/CVMP/133/99-Finadm 08. September 2000) und den

europaischen Tierschutzrichtlinien durchgefiuhrt.

Im Rahmen dieser Studie sollte Theobromin als noigh CYP1A2-Substrat identifiziert und die
Metabolisierung sowie die renale Elimination vone®hromin nach per oraler und intravendser
Einmalgabe in Abhangigkeit von dem CYP1A2 1117 Ggomaler eingesetzten Hunde untersucht

werden.

Dazu wurden zehn adulte Hunde der Rasse Beagl8tudrenbeginn auf den CYP1A2 1117C>T
Polymorphismus untersucht und entsprechend ihre®t@es unterschieden. Finf Hunde davon
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wiesen den genannten Polymorphismus 1117T/T honobzaygf, finf Hunde waren CYP1A2
intakt mit dem Genotyp 1117C/C.

Allen Tieren wurde Theobromin per oral in Kapsetfo(Prifgegenstand 1) und intravendés als

Injektionslosung (Prufgegenstand 2) mit einer dazhen liegenden Auswaschphase verabreicht.

Nach Behandlung mit dem jeweiligen Prifgegenstandrden zur Bestimmung des
plasmapharmakokinetischen Profils, der oralen Bitgbarkeit und der Clearance zu

festgelegten Zeitpunkten Blutproben entnommen.

Fur die Feststellung des renalen Ausscheidungsitenisa der Prifgegenstédnde wurde in

regelmafigen Intervallen vor und nach Applikatioimlggesammelt.

Alle Proben wurden mittels Flussigkeitschromatograpmit tandem-massenspektrometrischer
Detektion  (LC-MS/MS) bzw. Tubulent Flow Chromatognee mit tandem-
massenspektrometrischer Detektion (TFC-MS)M& ihren Gehalt an Theobromin sowie seiner
Metaboliten 3-MX, 7-MX und 3,7-DMH untersucht.

Tab. 2.4 Prifgruppen
Prufgruppe  Tier Ifd. Nr.  Applikation Dosis Prifgettand
1 1-10 per oral 10 mg/kg KG Theobromin-Kapsel
2 1-10 intravenos 10 mg/kg KG Theobromin-Injeksildsung

Gruppenaufteilung (cross-over Schema)

Da die Prufung im cross-over Design durchgefihrtdeywaren alle 10 Hunde in den beiden
Prufgruppen 1 und 2 enthalten. Im Folgenden siedadis dem cross-over Schema entstehenden

Behandlungs-Sequenzen aufgelistet.
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Tab. 2.5 Cross-over Studiendesign
Periode 1 Periode 2
Sequenz 1 Prifgegenstand 1 Prifgegenstand 2
(Hunde mit 10 mg/kg 10 mg/kg
Nummer 1 bis 5) per oral intravenos
(2 1117T/T Tiere / 31117C/C (2 1117T/T Tiere / 31117C/C
Tiere) Tiere)
Sequenz 2 Prifgegenstand 2 Prifgegenstand 1
(Hunde mit 10 mg/kg 10 mg/kg
Nummer 6 bis 10) intravenos per oral
(31117T/T Tiere/ 2 1117CJ/C (31117T/T Tiere/ 2 1117CI/C
Tiere) Tiere)

Randomisierung

Nach Durchfiihrung der Einschlussuntersuchung ard Riden die Priftiere den Prufgruppen
mittels Wurfeln randomisiert zugeordndén den Priufgruppen sollte das Verhéltnis von Tieren
mit und ohne Polymorphismus 1:1 betragen, so dasdér Randomisierung nach Genotyp

geblockt wurde.

Die Hunde wurden nach Ohrtattoonummern (Tier IDfstigend sortiert. Danach wurden die
Tiere aufgrund der gewirfelten Augenzahl den zwexjugnzen zugeordnet, beginnend bei der
niedrigsten Tattoonummer. War die gewidrfelte ladeerNummer oder der Genotyp in der
Sequenz bereits vergeben, wurde das nachste TielealListe mit passendem Genotyp in die
nachste Sequenz unter der entsprechenden laufévidermer einsortiert. Es wurde solange

erneut gewdrfelt, bis eine noch ,freie* Augenzatsohien.
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Tab. 2.6 Randomisierung

Zuordnung der Augenzahl zu den laufenden NummednSaguenzen

Sequenz 1 Sequenz 2
Laufende Augenzahl Laufende Augenzahl
Nummer Nummer

1 1 6 1
2 2 7 2
3 3 8 3
4 4 9 4
5 5 10 5

Die Tiere blieben wahrend der gesamten Prufundaldenden Nummern zugeordnet.

Vorbereitung der Tiere

Am Versuchstag wurde den Hundinnen vor Applikatider Formulierung mit Hilfe eines

geschlitzten Spekulums und den Riden durch Vonegeder Glans penis ein Harnkatheter
(Wiruthan, RuUsch-Ballonkatheter aus Polyurethangl¥r 8, Teleflex Medical, Kernen,

Deutschland) eingefiihrt. Das Ende des Katheterslevarit Hilfe eines Stopfens verschlossen
und durch Einzelhefte an der Haut fixiert. Die Handugen einen Plastikhalskragen um das
Herausziehen und eine Beschadigung der Kathetehdlie Hunde zu verhindern. Im Falle der
intraventdsen Applikation wurde eine VenenverweildanGrol3e 22G, 0,9 x 25 mm der Firma B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in diehte oder linke Vena cephalica

antebrachii gelegt.

2.2.2.2  Applikation

Prufgegenstand 1 wurde in Form von Hartgelatineidaps/erabreicht. Dazu wurde der
Prifgegenstand auf den Zungengrund der Hunde gegaehe@ der Fang solange geschlossen
gehalten, bis das Abschlucken erfolgt war. Im Ahseh wurde den Tieren eine ausreichende
Menge Wasser eingegeben. Die verabreichte Substamde von allen Tieren vollstandig

aufgenommen. Erbrechen oder Regurgitieren wurdg beobachtet.
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Prifgegenstand 2 wurde intravends verabreicht. Agpplikation wurden geeignete
Einmalspritzen (1 ml Spritze mit exentrischem Lu&onus, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland, oder 3 ml Spritze mit exsliem Luer Konus,
Becton Dickinson EDC, Temse, Belgien) verwendet! d@nen das berechnete Volumen der
Prifgegenstande moglichst genau aufgezogen werdentk Die intravendse Applikation
erfolgte durch Punktion der rechten oder linken &aephalica antebrachii mit Hilfe eines

Venenverweilkatheters.

2.2.2.3 Probenentnahme

Material

Heraeus Multifuge 3 L-R Kendro Laboratory ProdustabH, Kernen, Deutschland
Reaktionsgefald 2 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

S-Monovetté& 4,9 ml Sarstedt AG, Nuimbrecht, Deutschland

Neolus Einmal Kanulen Terumo Europe N.V., Leuveelgien

1 ml Spritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Behiand

3 ml Spritze Becton Dickinson EDC, Temse, Belgien
Venenverweilkatheter B. Braun Melsungen AG, Melsamdeutschland
Rusch-Ballonkatheter, Teleflex Medical, Kernen, Deutschland

Wiruthan

Die Blut- und Urinprobenentnahmezeitpunkte wurden gewahlt, dass sie den gesamten
Konzentrations-Zeitverlauf von Absorption, Distrilmn und Eliminierung der aktiven Substanz
Theobromin  und seiner Hauptmetaboliten 3-Methylkamt 7-Methylxanthin  und

3,7-Dimethylharnsaure im Plasma der Hunde abbiidefesatzlich wurde eine Blutprobe und
eine Urinprobe vor jeder Applikation entnommen (Mekrt) um die Abwesenheit der aktiven
Substanzen im Plasma und Urin zu Uberprifen. Ahgesetzten Probengefal3e zur Blut- und
Uringewinnung  waren  etikettiert.  Auf jedem  Etikettwurden  Prafnummer,

Tieridentifikationsnummer, Datum, Priftag, Entnakeigounkt und Art des Probenmaterials

vermerkt.

Die gewahlten Probenentnahmezeitpunkte sind iricdgenden Tabelle dargestellt.
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Tab. 2.7 Blut- und Urinprobenentnahmezeitpunkte

Priftage je Prifperiode Entnahmezeiten Blut Entnahmezeiten Urin

1 2 per oral intravends  per oral intravends

-1 27 oW 0h

0 28 30, 60, 90 min  5; 10; 15;  0hY,30, 60 min OhY ,30, 60 min

2;3;4;6;8;,10h30; 45,60, 2; 3; 4; 6, 8;2; 3; 4, 6; §;

90 min 10 h 10 h
2;3;4,6; 8;
10 h

1 29 24;34 h 24; 34 h 30h 30h

2 30 48 h 48 h 54 h 54 h

3 31 72 h 72 h 78 h 78 h

4 32 96 h 96 h 96 h 96 h

Y0 h ist die Blutentnahme bzw. Urinentnahme vor Aqagion = Nullwert

Blutprobenentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten durch Punktion der émloder rechten Vena jugulanst Hilfe
eines geeigneten Plasma-Blutentnahmesystems (Sadtgb 4,9 ml Firma Sarstedt AG,
Numbrecht, Deutschland) und Einwegkanilen (Neolusnl Kantlen, GroRe: 0,8 x 25 mm,
Firma Terumo Europe N.V., Leuven, Belgie@u den in Tab. 2.7 aufgefiihrten Zeitpunkten
wurden Blutproben mit einem Volumen von circa 4J0entnommen. Die Blutproben wurden
zur Plasmagewinnung 10 min bei 4°C mit 3220 x gtr#feigiert (Heraeus Multifuge 3 L-R,
Kendro Laboratory Products GmbH, Kernen, Deutsal)lamd der Uberstand in ProbengefaRe
(ReaktionsgefalRe: 2 ml, Eppendorf, Hamburg, Deldsch abpipettiert. Hierbei wurden die
Proben fur die Einlagerung einer zuséatzlichen Rigtlksobe geteilt. Das Uberschissige Plasma
des Nullwertes wurde gepoolt und zum Zweck derdfatung der analytischen Methode dieser
Prufung verwendet. Auf jedem Etikett wurden Priufmoen, Tieridentifikationsnummer, Datum,

Priftag, Entnahmezeitpunkt und Art des Probennasevermerkt.
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Die Gesamtanzahl der Proben pro Hund betrug nachogader Verabreichung 16 und nach

intravenoser Verabreichung 19 Proben.

Urinprobenentnahme

Fur die Urinsammlungen wurden den Hunden vor deslikation Ballonharnkatheter (Wiruthan,
Rusch Gold, GroRRe 8) in die Harnrohre gelegt, fbxiad verschlossen. Bei jeder Urinentnahme
wurde der in der Harnblase befindliche Urin sowmiiglich abgelassen. Zu den in Tab. 2.7
aufgefuhrten Zeitpunkten wurde 4 ml Urin gewonri@avon wurden zwei Aliquots in geeignete
Probengefalle (ReaktionsgefalR 2 ml, Eppendorf, Hemb®eutschland) abgefillt. Der
Probenrest wurde verworfen. Ein Aliquot wurde zumalyse weitergegeben. Das andere Aliquot
wurde tiefgefroren, verblieb als Rickstellprobe lmbor und wurde nach Fertigstellung der

Analyse verworfen.

Die Gesamtanzahl der Urinproben pro Hund betrudn mess oraler Verabreichung 12 und nach

intravenoser Verabreichung 13 Proben.

2.3 Kreatinin

Kreatinin stammt als Abbauprodukt von Kreatin bzwWreatininphosphat aus den
Stoffwechselprozessen der Muskelzellen, wird nictttular rtickresorbiert und mit dem Urin
ausgeschieden. Somit stellt Kreatinin eine Mel3gtifeder Beurteilung der Urinkonzentration
dar. Zur Ermittlung einer diureseunabhéngigen mmalStoffausscheidung wurde als
Normierungsverfahren der Kreatininquotient gewabler Bezug auf den Kreatiningehalt der
Urinprobe gilt als Ubliches Normierungsverfahren den storenden Einfluss unterschiedlich
konzentrierten Urins bei der Beurteilung von Steffglten im Urin auszugleichen (Carrieri et al.
2001; Braun et al. 2003; Arndt 2007).
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2.3.1 Kreatininbestimmung

Kreatinin wurde auf dem VettéstChemie-Analysegerat 8008, Version 8.25A (IDEXX
Laboratories, Ludwigsburg, Deutschland) nach dengsfloen des Herstellers bestimmt. Hierzu
wurden die Urinproben 10 min bei 4°C mit 4000 xemtzifugiert. 10 pl der Urinprobe wurden

mit 200 pul Wasser in einem Probengefal3 vermischt nach Angaben des Herstellers in das

Gerat Uberfuhrt.

2.4 Bestimmung der Methylxanthinkonzentrationen

Die  Entwicklung der  analytischen Methode und die stBemung der
Methylxanthinkonzentrationen wurde mit freundlicheinterstiitzung von Herrn Dr. Ralph
Krebber, Mitarbeiter der Bayer CropScience AG, Meinham Rhein, Deutschland durchgefihrt.

2.4.1 Material

Reagenzien

Formuliertechnik:

Theobromin, 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufk&n, Deutschland
Natronhydroxid Platzchen KMF Laborchemie HandelsbBinLeipzig, Deutschland
Methansulfonséure Merck, Darmstadt, Deutschland

Millipore Sterivex TM-GP Carl Roth, Karlsruhe, Dsahland

Analytik:

Theobromin, 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufk&n, Deutschland
3-Methylxanthin, 98 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH uflarchen, Deutschland
7-Methylxanthin, 98 % Sigma-Aldrich Chemie GmbHutkirchen, Deutschland

3,7-Dimethylharnsaure, 95 %  Sigma-Aldrich ChemialiBl, Taufkirchen, Deutschland

Natronhydroxid Platzchen KMF Laborchemie HandelsbBimnLeipzig, Deutschland
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Reinstwasser Milli-Q plus Millipore GmbH, Eschbofeutschland
Acetonitril Optigrade Promochem, Wesel, Deutschland
Ameisensaure Merck, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland
Tetrahydrofuran Merck, Darmstadt, Deutschland
Triethylamin purum Riedel- de Haen, Sigma-Aldrichethie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

LOosungen

Stammldésungen Analyten (1.000 pg/l)
Theobromin
3-Methylxanthin
7-Methylxanthin

3,7-Dimethylharnséaure

Losemittel
Triethylamin 1 % / Tetrahydrofuran 98,75:1,25 (v/v)

Geréate

Formuliertechnik:

Waage Mettler PM 4800 DeltaRange Mettler Toledo @mBiel3en, Deutschland

Vortex Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Analysenwaage Mettler AM 100 Mettler Toledo GmbHef@en, Deutschland
Ultraschallbad Transsonic 460 Elma, Singen, Delasch

Kaliumhydrogensulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, fkichen,

Deutschland
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Analytik:

Zentrifuge Biofuge Fresco 13.000 rom  Kendro LabmmaProducts GmbH, Kernen,
Deutschland

Vibrationsmixer Vibrofix IKA-Werke GmbH & Co. KG, t8ufen, Deutschland

Hochdruckflissigkeitschromatographi&erie 1100, Agilent Technologies, Bdblingen,
Deutschland

Autoinjektor CTC HTS PAL, CTC Analytics AG, Sproakbel, Deutschland
Turbolent Flow Chromatographiesystem 2300 HTYGCohesive Technologies Inc.

Tandem-Massenspektrometer EP10+, IONICS (aufgee$skB Sciex 365)

2.4.2 Methode 1

Fur das erste Verfahren wurden alle Plasmaprobeabvdeproteinisiert. Hierzu wurden den
Plasmaproben Ammoniumacetat, Ameisensaure und Aitettdiinzugeflgt und anschliel3end
zentrifugiert. Die Proben wurden mittels Flissigkeliromatographie mit tandem-
massenspektrometrischer Detektion (LC-MS/MS) untghs Die Bestimmungsgrenze lag bei
75 pl.

Detektion
Theobromin:
Ubergang vom Molekiiliofi/; = 181 ([M + HI") zum Produktiof/, = 108

3- und 7-Methylxanthin:
Ubergang vom Molekiiliofi/; = 167 ([M + H]") zum Produktiorf/, = 124

3,7-Dimethylharnsaure:
Ubergang vom Molekiiliofl/; = 197 ([M + HI") zum Produktiof/, = 126

Analytische Saulen: Zorbax Bonus RP, 4,6 x 150 spmn, Agilent Technologies
Injektionsvolumen: 50 pl
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Isokratische Pumpe:

Mobile Phase A: Wasser + Acetonitril (1+1, v/ivD;4 ml Ameisensaure

Flow rate: 1 ml/min

Binare Pumpe:

Mobile Phase A: Wasser + 0,1 ml Ameisensaure

Mobile Phase B: Acetonitril + 0,1 ml Ameisensaure

Retentionszeiten: 4,6 min (Theobromin)
4,4 min (3-Methylxanthin)
4,3 min (7-Methylxanthin)
4,5 min (3,7-Dimethylharnsaure)

Bestimmungsgrenze: 75 pul

2.4.3 Methode 2

Da die zuerst gewahlte Methode eine zu geringe HEablpthkeit fir die Urinanalyse aufwies,
wurden die Proben mittels Tubulent Flow Chromatpg@a mit Tandem-
massenspektrometrischer Detektion (TFC-MS/MS) anaty Hierbei ist eine effizientere
Trennung niedermolekularer Analyten von der hoclekwlaren bzw. salzhaltigen Matrix (Urin)
maglich.

Es wurde eine Online-Probenvorbereitung (Trennuachrchemischen Wechselwirkungen und
Molekulgrof3e) durchgefihrt. Vorab wurden alle Prolzentrifugiert und direkt in das Gerat

injiziert. Die Bestimmungsgrenze in diesem Verfahiaeg bei 25 pl.

Detektion

Theobromin:
Ubergang vom Molekuliofi/; = 181 ([M + HI") Produktion™, = 108
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3- und 7-Methylxanthin:
Ubergang vom Molekiiliofi/; = 167 ([M + HI") zum Produktiorf/, = 124

3,7-Dimethylharnséure:
Ubergang vom Molekiiliof/; = 197 ([M + HI") zum Produktio/, = 126

Extraktionssaulen: Oasis HLB 2,1 x 20 mm, 25 pumt@ksGmbH, Eschborn)

Analytische Saulen: Zorbax Bonus RP, 4,6 x 150 spmn, Agilent Technologies

Injektionsvolumen: 20 pl

Beladungspumpe:

Mobile Phase A: Wasser + 0,1 ml / | Ameisenséaure

Mobile Phase B: Wasser + Acetonitril (1+1, v AvAmeisensaure / |
Elutionspumpe:

Mobile Phase C: Wasser + 0,1 ml /| Ameisensaure

Mobile Phase D: Acetonitril + 0,1 ml /| Ameisensé

Retentionszeiten: 3,7 min (Theobromin)
3,3 min (3-Methylxanthin)
3,1 min (7-Methylxanthin)

3,4 min (3,7-Dimethylharnsaure)

Bestimmungsgrenze: 25 pul

2.5 Berechnungen

2.5.1 Methylxanthinkonzentrationen

Bei einer linearen Regression der entsprechendy+=b mit a = Steigung und
b = Achsenabschnitt erfolgt die Berechnung nacheiotier Formel:
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_ FlacheProbe- Achsenabdmitt DVEnd
Steigung Ve

Cr

Cp = Konzentration in der Probe
Flache = Peakflache der Probe im Chromatogramm
Vend = Endvolumen der Probe

Vp= eingestztes Probenvolumen

2.5.2 Pharmakokinetische Parameter

Alle pharmakokinetischen Parameter wurden unter wéadung der Standardsoftware
WinNonlin®, Version 5.3 (Pharsight Corp., Mountain View, G#SA) berechnet. Hierzu zahlen:
Konzentrationsmaximum (fay), Zeit bis zum Erreichen des KonzentrationsmaxisUifinax),
Halbwertzeit (&), die Flache unter der Konzentrations-Zeitkurve U und die
Eliminationshalbwertzeit Nz). Nach intravendser Applikation wurden zusatzlidte

Gesamtkorper-Clearance (Cl) und die orale Biovdydilkeit (BV) von Theobromin berechnet.

_ AUCjn¢ p.o.
BV = AUCinf V. X 100
_ D
Cl= “AUCu
1
AZ =
2= Trax

C
AUC = AUC(O-tIast)"‘ )\I;st,—calc.

In2
AZ

T =
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2.5.3 Statistische Methoden

Die statistischen Auswertungen erfolgten in Zusamameeit mit Frau Dipl.-Stat. Marion Ocak,
MD Research, Pullach im Isartal. Verwendet wurdghi das Statistikprogramm TESTIMATE
Version 6.5.0 (idv, Datenanalyse und VersuchsplghuDie graphischen Abbildungen wurden
mit Hilfe des Programms GraphPad Pffsiversion 5 (GraphPad, San Diego, CA, USA) und
Science GraphX Version 4.9.30 erstellt.

Zur Deskription der Daten wurden Mittelwerte (MW) itmStandardabweichung (SD),
Standardfehler des Mittelwertes (SEM), Variatiorefkaienten (SD/MW) und Probenumfang (n)
der vorab berechneten pharmakokinetischen Paralmetémmt.

Aufgrund der kleinen Stichprobenumféange und deshtrgesicherten Vorliegens einer
Normalverteilung wurden signifikante Unterschiededen pharmakokinetischen Parametern der
beiden Gruppen mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U Téstht-parametrischer Test) gepruft.
Die medizinische Relevanz der Gruppenunterschiede wnit Hilfe des dazugehdrigen
Relevanzmales, des Mann-Whitney-Uberlegenheitsd®/(J) und seinem zweiseitigen
95,0%-igen Konfidenzintervall (KI) untersucht. DadWU-MaR (0.0 bis 1.0) gibt die
Wahrscheinlichkeit an, dass ein zufallig ausgeveshilier aus der Gruppe der CYP 1117T/T
Hunde einen jeweils besseren Wert hat als ein lmyfalisgewahltes Tier der CYP 1117C/C
Hunde.

Die allgemein anerkannten Grenzwerte sind (Colelitzl. 1988):

0.36 mittlere Unterlegenheit

0.44 kleine Unterlegenheit

0.50 Gleichheit

0.56 kleine Uberlegenheit

0.64 mittlere (relevante) Uberlegenheit

0.71 groRe Uberlegenheit

Zur Beurteilung eines Gruppenunterschiedes wurden getesteten Parameter herangezogen

(Cmax Tmax T2, AUCins sowie Cl, soweit vorhanden), da die Interpretatien Testergebnisse
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deskriptiv. vorgenommen werden kann und ein Zusarspieh aller Parameter erst einen
sinnvollen Uberblick zulasst. Als Signifikanzniveaurde eina = 0,05 (zwei-seitig) definiert, so
dass Ergebnisse mj<0,05 als signifikant angesehen wurden. Wenn kein exagt@Vert
angegeben ist um die statistische Signifikanz Zwascden Gruppen zu belegen, wurden
Zahlenwerte oder Diagrammbalken mit Sternchen get@nhnet, um auf die folgenden p-Werte
hinzuweisen: * < 0,05, ** p < 0,01
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klinische Allgemeinuntersuchung

Im Rahmen der Einschlussuntersuchung sowie zu Beadgn zweiten Prifperiode und am Ende
der jeweiligen Prufperioden wurden die folgendemig&then Parameter erfasst und in den
Rohdaten dokumentiert: Allgemeinbefinden, Erndhszongtand, Haut und Haarkleid,

Schleimhaute, Atmungsapparat, Kotbeschaffenhewdgengsapparat, Rektaltemperatur.

Alle Tiere waren am Tag der Einschlussuntersuchuamgstudienbeginn klinisch unauffallig und

wurden in die Studie eingeschlossen. Nach Einsshiles Tiere in die Studie wurden keine

Hunde aus gesundheitlichen oder tierschutzreclkthicbrinden vorzeitig ausgeschlossen.

3.2 Genotypisierung

Zwecks Genotypisierung wurden Abstriche von der Blghleimhaut von 270 Beagle Hunden
entnommen und genomische DNA isoliert. Diese Beagtenmten aus zwei verschiedenen
Zuchtlinien und wurden zufallig ausgewahlt: 192 Henstammen aus der Zucht Harlan
Winkelmann (Eystrup, Deutschland), 78 Tiere stanm#as der Zucht Marshall BioResources
(North Rose, NY, USA). Ein direktes Verwandtschagthaltnis kann nicht ausgeschlossen
werden. Die Genotypisierung erfolgte Uber allelgmehe Sonden mit gekoppelten

Fluoreszenzfarbstoffen in einer real-time PCR.

Im Folgenden werden Hunde mit homozygotem CYP1AR/CIC Genotyp als C/C-Hunde und
Hunde mit homozygotem CYP1A2 1117T/T Genotyp al&-Hlnde bezeichnet.

Bei der Genotypisierung wurde fur 187 (69 %) Hudee homozygote Wildtyp (C/C) ermittelt,

77 (29 %) Hunde wiesen das T-Allel heterozygot (Céuf, und 6 (2 %) Hunde wiesen

homozygot das T-Allel (T/T) auf (Abb. 3.1). Aufgrindieser Ergebnisse liel3 sich bei den

untersuchten Beagle Hunden eine Allelfrequenz && T-Allel von 17 % berechnen.
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Abb. 3.1 Ergebnis der CYP1A2 Genotypisierung vé@hB¥agle Hunden. Insgesamt wiesen 6
Hunde den homozygoten CYP1A2 1117T/T Genotyp dufaren daher fur die
vorliegende Studie geeignet. Entsprechende 111HDf@e konnten fur die Studie aus
insgesamt 187 typisierten Beagles ausgewé&hlt werden

3.3 Methylxanthinkonzentrationen nach intravendser Appikation

Nach intravenodser Applikation von 10 mg/kg Korpevgdt Theobromin konnten im Plasma
Uber 96 Stunden Theobromind ©2,3 %) und 3-Methylxanthin [7,7 %) bei einer
Nachweisgrenze von  75ug/l mittels  FlUssigkeitsotatographie  mit  tandem-
massenspektrometrischer Detektion (LC-MS/MS) naeiegen werden. Im Urin konnten
Theobromin [0 62,8 %), 3-Methylxanthin [{ 34,8 %), 7-Methylxanthin [{ 2,2 %) und 3,7-
Dimethylharnsaure [{ 0,2 %) bei einer Nachweisgrenze von 25 pg/l nstt€ubulent Flow
Chromatographie mit Tandem-massenspektrometridebtaktion (TFC-MS/MS) nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse sind fur die Plasmakonzeomen in Abb. 3.2 und fir die
Urinkonzentrationen in Abb. 3.3 getrennt nach CYRI1@enotyp zusammengefasst. An dieser
Stelle wurden noch keine Vergleiche zwischen demoBgengruppen vorgenommen, dieser
erfolgt ab Kapitel 3.5. Insgesamt wurde Theobromm jeweils finf Hunde jeden Genotyps
appliziert. In der ersten Prifphase verlief dielgef intravendse Applikation bei jeweils zwei
Hunden aus beiden Gruppen jedoch nicht vollstamdrgvends. Das Konzentrationsmaximum
einer intravends applizierten Substanz ist unnbigehach Applikation zu erwarten. So konnte

bei sechs Tieren zum Zeitpunkt der ersten Blutpnebhthahme ein Konzentrationsmaximum fur
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Theobromin berechnet werden. Bei vier Tieren wysetoch eine Zeit bis zum Erreichen des

Konzentrationsmaximums von 1,5 h ermittelt. Aussdi@ Grund wurden diese Tiere nicht in den

Berechnungen und graphischen Darstellungen becgtlgt, so dass die Daten auf einer

Gruppengrol3e von n=3 basieren.

Methylxanthinkonzentrationen im Plasma
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Abb. 3.3

Methylxanthinkonzentrationen im Urin
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Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fur Theoimin sowie 3-Methylxanthin,

7-Methylxanthin und 3,7-Dimethylharnsaure nachamndser Applikation (n=3) von
10 mg/kg KG Theobromin. Dargestellt sind MitteleettSEM.
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3.4 Methylxanthinkonzentrationen nach per oraler Applikation

Auch nach per oraler Applikation von 10 mg/kg Kagmvicht Theobromin konnten im Plasma
Theobromin {0 92,8 %) und der Metabolit 3-Methylxanthifl (7,2 %) nachgewiesen werden
(Abb. 3.4), im Urin ebenfalls Theobromifl (65,7 %) und 3-Methylxanthin} 31,9 %) sowie
zusatzlich 7-Methylxanthin{ 2,1 %) und 3,7-Dimethylharnsauré Q,3 %) (Abb. 3.5). Die per
orale Applikation war nach den Studienvorgabendile Hunde erfolgreich, sodass fiir jeden

Genotyp Daten von jeweils funf Hunden in die Audweg eingeflossen sind.

1117 C/IC 1117 7T
12.5+ 12.5+
(1]
o _ 1004 £ _ 10,01 %%5
c £ £ \
g ~ % ~ \
G 759 S5 7.5 ﬁ\i
S £ \
© = =3 \ -3@- Theobromin
= o - ) ca \
% % 5.0+ Theebromin . 2 2- 5.04 \ =A- 3-Methylxanthin
E S —&— 3-Methylxanthin 8 S I
Sa €d ]
£5 £5 \
£ £
E8 25 S8 254 \
g 3 ' &
=S < N
£ D B
g oo S oA A A A
0 2 4 6 8 10 1224 36 48 60 72 84 96 0 2 4 6 8 10 1224 36 48 60 72 84 96
Zeit (h) Zeit (h)
Abb. 3.4 Plasmakonzentration-Zeit-Diagramm fur Tdvemin und 3-Methylxanthin nach per

oraler Applikation (n=5) von 10 mg/kg KG Theobromin
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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Abb. 3.5 Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fur Theoimin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin
und 3,7-Dimethylharnséaure nach per oraler Applikatin=5) von 10 mg/kg KG
Theobromin. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

3.5 Direkter Vergleich zwischen den Genotypen nach inaavendser
Applikation

Nach intravendser Applikation von 10 mg/kg Theobirokonnten im Plasma Theobromin und
3-Methylxanthin sowie im Urin Theobromin, 3-Methgixthin, 7-Methylxanthin und
3,7-Dimethylharnsédure nachgewiesen werden. SowolPlasma als auch im Urin zeigten sich
dabei signifikante Unterschiede zwischen den be@¥éR1A2-Genotypen, welche im Folgenden
dargestellt werden sollen. Die folgenden Darstglambeschreiben den Konzentrationsverlauf
jeweils nur eines Analyten fur beide Genotypenrieesind Diagramme fir die jeweilige Area-
under-curve (AUC) eingebettet (a). Zusatzlich zumnkentrations-Zeit-Diagramm wurde die
statistische Auswertung der pharmakokinetischemarRater mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-U
Test graphisch dargestellt (b). Diese Graphikemhmdten das Konfidenzintervall (KlI), das
Mann-Whitney UberlegenheitsmaR und den exakten p-WWe das Konzentrationsmaximum
(Cmay), die Zeit bis zum Erreichen des Konzentrationamars (Tmay, die AUC und die
Halbwertzeit (T2) jedes Analyten, sowie die Kdrperclearance (QOf)Tiieobromin im Plasma.
Fur den Theobrominkonzentrationsverlauf im Plasrag Hie AUC in der C/C-Gruppe
(211,22 mg*h/l) signifikant unter der AUC in der TFGruppe (283,08 mg*h/l, Abb. 3.6).

Darlber hinaus war die Halbwertzeit fir Theobrormmder T/T-Gruppe (16,18 h) gegeniber der
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C/C-Gruppe (9,14 h) signifikant verlangert (Abb6)3.Dies spiegelt sich auch in der signifikant
unterschiedlichen Gesamtkérperclearance fur Theoloravieder, welche in der T/T-Gruppe mit
0,50 ml/min/kg und in der C/C-Gruppe mit 0,83 mithiy berechnet wurdep & 0,0339. Auch
im Urin zeigten sich signifikante Unterschiede ar elalbwertzeit fir Theobromimp (= 0,0495.
Der vorliegende Gruppenunterschied im Konzentratierlauf fur 3-Methylxanthin im Plasma
konnte statistisch bewiesen werden. So lag die wiatzeit bei den CYP1A2 defizienten
Hunden bei durchschnittlich 17 h und bei den Wipdiyunden bei 9 hp(= 0,0495. Aufgrund
der kleinen Probenanzahl und der grol3en Streuunmt&o weitere Unterschiede in den
pharmakokinetischen Parametern statistisch niclhidsen werden. Trotzdem lasst sich tber das
Mann-Whitney-Uberlegenheitsmal verdeutlichen, dat@s Konzentrationsmaximum fir
3-Methylxanthin in der T/T-Gruppe eine Unterlegehi{®WU: 0,111) gegeniiber der C/C-
Gruppe aufweist (Abb. 3.7). Im Urin konnten Untéisde im Konzentrationsverlauf von
3-Methylxanthin ebenfalls statistisch bewiesen wardSo liegt das Konzentrationsmaximum in
der Gruppe der C/C Hunde signifikant Gber dem Kabragionsmaximum der T/T-Gruppe
(p =0,0495) Zudem zeigt das Mann-Whitney-UberlegenheitsmaBssddie Lange der
Halbwertzeit fur 3-Methylxanthin im Urin in der Gope der T/T-Hunde eine grol3e
Uberlegenheit (MWU: 0,8889) gegeniiber der C/C-Humdéveist, die aufgrund des kleinen
Probenumfangs statistisch nicht bewiesen werdemtkoraber eine klinische Relevanz zeigt
(Abb. 3.9.
Das Konzentrationsmaximum fir 7-Methylxanthin wardier C/C-Gruppe signifikant hoher als
in der T/T-Gruppe (12,32 mg/l vs. 4,76 mgl,= 0,0495. Dies spiegelt sich auch in der
statistisch signifikant héheren AUC flir die CYP1ARildtyp-Hunde wieder (215,96 vs.
101,87 mg*h/l,p = 0,0495 sowie der signifikant verlangerten Halbwertz&4,02 h vs 10,52 h)
in der CYP1A2 defizienten Gruppe (Abb. 3.10).
Fur den Metaboliten 3,7-Dimethylharnsédure konntenndé Gruppenunterschiede statistisch
bewiesen werden, jedoch lasst sich mit Hilfe des nt#/hitney-Uberlegenheitsmal
(MWU: 0,8889) ein deutlicher Unterschied in der Halbwaitterkennen (Abb. 3.11). Die
Halbwertzeit betrug in der T/T-Gruppe im Mittelwe81 h, wahrend in der Gruppe der C/C-
Hunde ein Wert von durchschnittlich h&rreicht wurde
Somit zeigte sich sowohl im Plasma als auch im Udiimss die T/T-Hunde deutlich weniger
Theobromin-Metabolite gebildet haben als die C/Gwhu Dies spiegelt sich auch in der oben
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bereits erwahnten héheren AUC und geringeren Glearélir Theobromin bei den T/T-Hunden
wieder. Insbesondere zeigten sich signifikante tdotdede im Vergleich der
Konzentrationsverlaufe fir 7-Methylxanthin, dietireines kleines Stichprobenumfangs (n=3)

statistisch bewiesen werden konnten.
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Abb. 3.6 a  Plasmakonzentration-Zeit-Diagramm fur TB und AdJ@ach intravendser
Applikation (n=3) von 10 mg/kg KG Theobromin. *t&flésch signifikanter
Unterschied mit p < 0,05. Dargestellt sind Mittelige+x SEM.
b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyeddts fur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&%ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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Abb. 3.7

3-Methylxanthin / Plasma/ i.v.
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Abb. 3.8

Theobromin / Urin / i.v.
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a  Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fur TB und Alt@ach intravendser
Applikation (n=3) von 10 mg/kg KG Theobromin. Dastgdit sind Mittelwerte +/- SEM.
b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyeddts fur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&8ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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3-Methylxanthin / Urin / i.v.
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Abb. 3.9 a  Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fur 3-MX und Alt@ach intravendser
Applikation (n=3) von 10 mg/kg KG Theobromin. Dasggdit sind Mittelwerte +/- SEM.
b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyeddts fur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @%ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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7-Methylxanthin / Urin / i.v.
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Abb. 3.10 a Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fir 7-MX und Al@ach intravendser
Applikation (n=3) von 10 mg/kg KG Theobromin. *t&fassch signifikanter
Unterschied mit p < 0,05. Dargestellt sind Mittehee+/- SEM.
b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyéddts fur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&%ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakérte.
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3,7-Dimethylharnsaure / Urin / i.v.
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Abb. 3.11 a  Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fir 3,7-DMH und Bl4 nach intravenoser
Applikation (n=3) von 10 mg/kg KG Theobromin. Dastgdit sind Mittelwerte +/- SEM.
b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyeddts fur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&%ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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3.6 Direkter Vergleich zwischen den Genotypen nach pewraler
Applikation

Nach per oraler Applikation konnten die gleicherb&anzen wie nach intravendser Applikation
im Plasma und Urin nachgewiesen werden. Die oradedsfligbarkeit unterschied sich in den
beiden Genotypengruppe nicht wesentlich (C/C-HuB8e% vs. T/T-Hunde: 82 %).

Keine statistisch signifikanten Unterschiede in @@amotypengruppen lagen bei den Parametern
fur Theobromin im Plasma und Urin vor (Abb. 3.121bb. 3.14).

Hingegen lag das Konzentrationsmaximum fiur 3-Methgthin nach identischer Zeit
(@ 7,2 Stunden) in der polymorphen T/T-Gruppe héb0ng/| statistisch signifikant unter dem
Konzentrationsmaximum von 0,83 mg/l in der C/C-Graigp = 0,0079,Abb. 3.13). Im Urin
konnten bei den T/T-Hunden im gleichen Zeitraumiegimngte Konzentrationsmaxima fur
3-Methylxanthin (94,03 vs. 56,54 mg/l) nachgewieserden. Dies spiegelt sich auch in der
signifikant erniedrigten AUC bei den T/T-Hunden dee (2319,17 vs. 1620,67 mg*h/l, Abb.
3.15).

Es zeigten sich auch signifikante Unterschiedeen Honzentrationsmaxima und der AUC fur
7-Methylxanthin im Urin. In der T/T-Gruppe wurde neiKonzentrationsmaximum von
3,58 mg/l ermittelt und lag damit signifikant untem erreichten Konzentrationsmaximum von
8,03 mg/l in der C/C-Gruppe E 0,0079) Die AUC flr 7-Methylxanthin lag in der T/T-Gruppe
(75,64 mg*h/l) ebenfalls signifikant unter der AU@er C/C-Gruppe (188,57 mg*h/l),
(p = 0,0159) Mit Hilfe des Mann-Whitney-UberlegenheitsmaR teigich fir 7-Methylxanthin
eine verlangerte Halbwertzeit in der T/T-Gruppe (MWO0,9333, Abb. 3.16), welche das
Signifikanzniveau nicht ganz erreiche=£ 0,0526.

Wie schon bei der intraventsen Applikation, liefhsauch nach der per oralen Applikation kein
signifikanter Unterschied in den pharmakokinetiscHearameter fir 3,7-Dimethylharnséaure
ermitteln (Abb. 3.17). Damit lassen sich nach ardpplikation vor allem die signifikantesten
Unterschiede in den Genotypengruppen bei den Mbtabo 3-Methylxanthin  und
7-Methylxanthin hervorheben.
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Abb. 3.12

Theobromin / Plasma / p.o.
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a  Plasmakonzentration-Zeit-Diagramm fir TB und AdJ@ach per oraler
Applikation (n=5) von 10 mg/kg KG Theobromin. Dastgdit sind Mittelwerte + SEM.
b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyeddts fur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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Abb. 3.13

3-Methylxanthin / Plasma / p.o
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a  Plasmakonzentration-Zeit-Diagramm fur 3-MX und AkJ@ch per oraler

Applikation (n=5) von 10 mg/kg KG Theobromin. Dastdit sind Mittelwerte + SEM.

b

Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyddts fur die

pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&&ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney Uberlegenheitsmafd (MWU) und exaktkerte.
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Abb. 3.14

Theobromin / Urin / p.o.
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a  Urinkonzentration-Zeit-Diagramm fiir TB und Ald@ach per oraler Applikation
(n=5) von 10 mg/kg KG Theobromin. Dargestellt difittelwerte +/- SEM.

b  Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyeddts fiur die
pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&8ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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Abb. 3.15

3-Methylxanthin / Urin / p.o.
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Unterschied mit p < 0,05. Dargestellt sind Mittehtge+/- SEM.
Graphische Darstellung des Wilcoxon-Mann-Whitneyddts fur die

pharmakokinetische Parameter. Dargestellt sind @&8ige Konfidenzintervall (KI),
das Mann-Whitney UberlegenheitsmaR (MWU) und exakierte.
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Abb. 3.16
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Unterschied mit p < 0,05. Dargestellt sind Mittehee+/- SEM.
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Abb. 3.17

3,7-Dimethylharnséure / Urin / p.o.
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3.7 Pharmakokinetische Parameter

Alle pharmakokinetischen Parameter fir die untér-33.17 gezeigten Diagramme wurden unter
Verwendung der Software WinNonfinVersion 5.3 (Pharsight Corp., Mountain View, GASA)

berechnet.

Tab. 3.1 Pharmakokinetische Parameter im Plasntapercoraler Applikation von
Theobromin. Jeder Wert reprasentiert den MW + Sihbe5
Versuchstieren pro Genotyp. Statistisch signifieddhterschiede zwischen
C/C- und T/T-Hunden wurden tber die DurchfihrungesiWilcoxon-
Mann-Whitney-U Tests ermittelt und sind mit ** (p3s01) gekennzeichnet.

Cmax Tmax Tl/2 AUCinf
Substanz (mg/l) (h) (h) (mg*h/l)

B, T/T 10,53+ 1,57 260+1,08 1504+1,94 2TH31,81
TB, C/IC 12,64 + 2,42 3,30+1,79 1222+2,69 275%3%0,31
3-MX,T/T |046+0,08* | 7,20+1,79] 13,85+3,12 14,01+3,13
3-MX, C/C | 0,83+0,30 7,20+1,10 12,82+0,95 BO#76,23

Tab. 3.2 Pharmakokinetische Parameter im Plasnfainaavendser Applikation
von Theobromin. Jeder Wert reprasentiert den MVWD4b8i n = 3
Versuchstieren pro Genotyp. Statistisch signifikddhterschiede zwischen
C/C- und T/T-Hunden wurden tber die DurchfihrungesiWilcoxon-
Mann-Whitney-U Tests ermittelt und sind mit * (0s05) gekennzeichnet.

Cmax Tmax T1/2 AUCinf Clobs
Substanz (mg/l) (h) (h) (mg*h/l) (ml/min/kg)
MW + SD
B, T/T 18,27 +1,07| 0,22+0,2416,18+4,03*| 283,08+25,151 0,50+0,17*

TB, C/IC 19,37+2,11] 0,11+0,05 9,14+0,48 2118221,06 0,83 £0,00
3-MX, T/T | 0,60+0,26 | 6,67 +3,0617,00+5,66* | 18,34 +9,41
3-MX,C/C | 1,02+0,23 | 6,671,156 9,35+0,43 21468,36
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Tab. 3.3 Pharmakokinetische Parameter im Urin pacloraler Applikation von
Theobromin. Jeder Wert reprasentiert den MW + Sihbe5
Versuchstieren pro Genotyp. Statistisch signifieddhterschiede zwischen
C/C- und T/T-Hunden wurden tber die DurchfuhrumgesiWilcoxon-
Mann-Whitney-U Tests ermittelt und sind mit * (0s05) oder ** (p < 0,01)
gekennzeichnet.

Cmax Tmax T1/2 AUCinf
Substanz (mg/l) (h) (h) (mg*h/l)
MW + SD

TB, T/T 179,81 +112,10] 6,80+3,03] 11,48 +1,90 7928 + 1924,08
TB, C/C 178,98 +77,58 | 7,20+2,28 10,03 + 1,07 (866 + 1383,19
3-MX, T/T 56,54 + 18,76 6,80+1,79| 13,48 +3,60 | 1620,67 + 333,31 *
3-MX, C/C 94,03 + 36,66 8,40+1,67| 12,44+3,03 1237 + 707,24
7-MX, T/T 358+1,33* |[560+1,67 | 14,94+6.41 | 75,64 +2512*
7-MX, CIC 8,03 + 3,20 7,20+2,28| 9,44 +235 1884569,10
3,7-DMH, T/T | 0,58 +0,36 4,80+1,10 31,55+17,27| 14,19 + 12,73
3,7-DMH, C/C | 1,11 +0,46 5,00+1,41] 27,81+15,27 20,26 + 10,89

Tab. 3.4 Pharmakokinetische Parameter im Urin macavendser Applikation von
Theobromin. Jeder Wert reprasentiert den MW + Sihbe3
Versuchstieren pro Genotyp. Statistisch signifikddhterschiede zwischen
C/C- und T/T-Hunden wurden tber die DurchfuhrurmgesiWilcoxon-
Mann-Whitney-U Tests ermittelt und sind mit * (005) gekennzeichnet.

Cmax Tmax T1/2 AUCinf
Substanz (mgl/l) (h) (h) (mg*h/l)
MW + SD

TB, T/T 264,12 + 122,98 7,33+3,06 | 12,46 + 0,52 * | 5006,73 + 1906,10
TB, C/C 226,74 +2552 | 4,33+1,53 8,19 + 1,03 3078& 621,17
3-MX, T/T 80,34 + 16,97 * | 7,33+2,31 14,95 + 2,89 2163,02 + 263,48
3-MX, C/C 129,17 +30,17 | 7,33+2,31 11,08 + 2,24 | 793,50 + 874,78
7-MX, TIT 4,76 +1,28 467+1,15 |14,92+335* | 101,87 +16,12 *
7-MX, CIC 12,32 +1,94 6,67 + 3,06 10,52 + 1,30 P65+ 50,50
3,7-DMH, T/T | 0,72 +0,37 4,67 +1,15 31,10 + 15,31| 10,92 + 3,93
3,7-DMH, C/C | 1,20 +0,48 4,67 +1,15 18,24+3,49 | 2,6B+0,37
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4 DISKUSSION

Es ist bereits bekannt, dass Cytochrom P450 Enzameévietabolismus von Methylxanthinen
beteiligt sind. Vor einigen Jahren wurde im CYP1des Hundes ein Polymorphismus (CYP1A2
1117C>T) identifiziert, welcher in homozygoter Audgung zu einem Totalausfall dieses
Enzymsystems fuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurdee eCYP1A2 Genotyp-basierte
pharmakokinetische Metabolismusstudie mit der veimken Substanz Theobromin durchgefuhrt.
Die Ergebnisse zeigen, dass CYP1A2 defiziente HumieVergleich zu Wildtyp Hunden
deutliche Unterschiede in wichtigen pharmakokirodiesn Parametern (z.B. Halbwertzeit,
Clearance, AUC) fur die Muttersubstanz Theobromifwaisen und der CYP1A2 Genotyp
dartiber hinaus einen signifikanten Einfluss auf ®letabolisierung von Theobromin zu
3-Methylxanthin und 7-Methylxanthin hat. Somit war@heobromin in der vorliegendamvivo
Studie als Substrat von CYP1A2 des Hundes idersifiz

| Genotypisierung

Das Vorkommen des CYP1A2 1117C>T Polymorphismusdeun der vorliegenden Arbeit an
270 Beagle Hunden untersucht, welche aus zwei soitexdlichen Zuchtlinien (Harlan
Winkelmann und Marshall BioResources) stammten haite primar das Ziel mindestens funf
homozygote 1117T/T Hunde in einer Zuchtlinie zuniifezieren, welche fir die anschlieRende
pharmakokinetische Studie genutzt werden konntemtlier hinaus ist aber auch von Interesse
die Allelfrequenz fur das mutierte 1117T Allel irerduntersuchten Studienpopulation mit den
Daten aus friihere Publikationen zu vergleichen (). Ahnlich wie in der vorliegenden
Studie wurde in der Publikation von Aretz und Ge{f10) in 30 untersuchten Beagle Hunden
eine 1117T Allelfrequenz von 15 % ermittelt unceiner Studie von Whiterock et al. (2007) eine
Allelfrequenz von 13 % an 79 untersuchten Hundeherdings wurde in zwei japanische
Studien von Mise et al. (2004a) und Tenmizu e{2004) bei Beagle Hunden deutlich héhere
Frequenzen von 37 - 39 % ermittelt, so dass eomafg Unterschiede in der Haufigkeit des

Auftretens dieses Polymorphismus zu geben schauth der Vergleich der Allelfrequenz fur
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das CYP1A2 1117T Allel in 14 verschiedenen Hunds¥asergab eine grof3e Variabilitat (Aretz
und Geyer 2010). Damit scheinen Unterschiede inAdletfrequenz sowohl bei verschiedenen
Hunderassen als auch innerhalb einer Rasse zthbast&llerdings ist anzumerken, dass in allen
frheren Studien zum CYP1A2 1117C>T Polymorphimestkch weniger Hunde untersucht

wurden als in der vorliegenden Studie.

Tab. 4.1 Unterschiede in der Allelfrequenz desmmamiCYP1A2 1117C>T SNP
Probenumfang Allelfrequenz 1117T Literatur
149 37 % Mise et al. 2004a
65 39 % Tenmizu et al. 2004
79 13 % Whiterock et al. 2007
30 15% Aretz und Geyer 2010
270 17 % Vorliegende Arbeit

Il Pharmakokinetische Studie

Basierend auf der Genotypisierung von 270 Beaglenddn wurden zehn Hunde in die
pharmakokinetische Studie mit der Substanz Theoilora@imgeschlossen. Finf Hunde zeigten
eine homozygote (T/T) Auspragung des CYP1A2 1117@»lymorphismus und waren damit
CYP1A2 defizient, wahrend funf weitere Hunde mitrdéomozygoten 1117C/C Genotyp die
Wildtyp Kontrollgruppe darstellten. In dieser Stedvurden allen Tieren in einem cross-over
Design einmalig 10 mg Theobromin pro kg Kérpergdwvmral und intravends verabreicht sowie
Plasma- und Urinproben tber einen Zeitraum vont8éd&n gesammelt, um daraus individuelle
Konzentrations-Zeit-Profile der Muttersubstanz urder Metaboliten 3-Methylxanthin,

7-Methylxanthin und 3,7-Dimethylharnsdure zu berech Diese Studie war bewusst als
pharmakokinetische Metabolismusstudie angelegtedalurde mit 10 mg/kg Theobromin eine
erwartungsgemal auch bei 1117T/T Hunden subtoxiBdseerung gewahlt. Tatséchlich zeigte
im gesamten Studienverlauf keiner der Hunde nachplikgtion klinische Symptome einer

Theobromin-Vergiftung.
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Sowohl nach per oraler als auch nach intravendgmulikation zeigten sich jedoch grol3e
Unterschiede im Metabolismus von Theobromin bei @¥P1A2 defizienten T/T-Hunden.
Damit ist gezeigt, dass Theobromin beim Hund eibsBat des caninen CYP1A2 Enzyms ist.
Allerdings lassen die Ergebnisse dieser Arbeit adahauf schliel3en, dass neben CYP1A2
weitere metabolisierende Enzyme Dbeteiligt sind. 86 die Bildung der Metabolite
3-Methylxanthin und 7-Methylxanthin bei den 11179Htnden zwar signifikant reduziert,
jedoch immer noch deutlich messbar. Um welche Emzgmsich hier im Einzelnen handelt muss
in weiteren Studien herausgefunden werden. Verdehee Autoren zeigten, dass beim Menschen
neben CYP1A2 auch CYP2A6 und CYP2E1 am Metabolisumrs Theobromin beteiligt sind
(Gates und Miners 1999, Dorne et al. 2001). Dal#i €YP1A2 an der Bildung von
7-Methylxanthin und CYP2E1 an der Bildung von 7-Mgéxanthin, 3-Methylxanthin und
3,7-Dimethylharnsaure beteiligt sein (Gates undevBrii999).

Il Speziesunterschiede in der Metabolisierung vorMethylxanthinen

Die Stoffwechselrouten der Methylxanthine, insbewye von Coffein wurden in der
Vergangenheit weitestgehend beim Menschen untersiih Bedeutung von CYP1A2 am
Metabolismus von Methylxanthinen zeigt sich schdleira an der Tatsache, dass Coffein als
Prifsubstrat fur die phanotypische Charakterisigrder CYP1A2-Aktivitat beim Menschen
herangezogen wird (Zanger et al. 2008). Allerdingggten Mise et al. (2008), dass das CYP1A2-
Enzym im Vergleich von Mensch und Hund nicht dientische Substratspezifitdt aufweist, so
dass Daten fur CYP1A2 nicht unkritisch von dem Méres auf den Hund Ubertragen werden
durfen. So zeigten Mise et al. (2008) durch Metsbolsstudien an Lebermikrosomen von
CYP1A2 1117 C/C-, C/T- und T/T-Hunden, dass CYP1AZ2liesem Versuchsansatz nicht am
Metabolismus von Coffein beteiligt ist.

Neben Coffein, gilt auch Theobromin als klassiscBebstrat von CYP1A2 beim Menschen. Da
in diesem Fall aber auch CYP2A6 und CYP2E1 am Mdistnus beteiligt sind, gilt Theobromin
als Prufsubstrat fur phanotypische Studien zur Megsler CYP1A2-Aktivitat beim Menschen
als unbrauchbar (Gates und Miners 1999; Dorne 208l1).

In einer Studie von Cornish und Christman im J@%7lwurde nach per oraler Applikation von

1000 mg Theobromin/Mensch mittels Papierchromapgea Theobromin und entstandene
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Metabolite analysiert (Tab. 4.2). Inaktives 7-Mdxaythin stellte in dieser Studie den
Hauptmetaboliten im Urin des Menschen dar (Cornoisth Christman 1957; Miller et al. 1984).
Theobromin wird maf3geblich (90 % der per oralen l&kation beim Menschen) Uber CYP-
vermittelten Reaktionen metabolisiert: so stellewlichtigsten Metabolisierungsreaktionen die
3-N-Demethylierung zu 7-Methylxanthin  (>60 %) undie d 7-N-Demethylierung zu
3-Methylxanthin (20 %) dar; eine untergeordnete I&Rokpielt die C-8-Oxidation zu
3,7-Dimethylharnséure (<15 %) (Dorne et al. 2001).

In einer vergleichenden Studie von Miller et al.tnfiinf verschiedenen S&ugetieren
verstoffwechselten Hunde und Ratten nach per orgbglikation von 5 mg/kg KG radioaktiv
markierten Theobromins, im Gegensatz zu allen tgts Tierarten wie Kaninchen, Maus und
Hamster, Theobromin vor allem zu 3-Methylxanthinow®hl Theobromin als auch
3-Methylxanthin werden aber als aktive Substanzewebtet und kdnnen somit toxisch fur
Hunde sein. In dieser Studie wurden Theobromin sgide Metabolite mittels HPLC analysiert
(Miller et al. 1984). Im Vergleich zu der vorliegdan Arbeit konnte in der beschriebenen Studie
von Miller et al. prozentual deutlich weniger Theatin und Metabolite ermittelt werden, wobei
das Verhaltnis der Analyten untereinander sich gadéhnlich verhalt. Hierbei ist zu beachten,
dass in der vorliegenden Arbeit jedoch im doppeHeitraum (96 h vs. 48 h) Urin gesammelt
und analysiert wurde um den vollstandigen Metabulis von Theobromin darzustellen.
Vergleicht man also direkt den Theobrominmetabadlisnwon Mensch und Hund, fallen die
folgenden beiden Unterschiede auf: (I) Hunde sareitheobromin mit 37 % hauptsachlich Gber
den Urin aus, wahrend der Mensch mit 11-12 % begheutveniger unverandertes Theobromin
Uber diesen Ausscheidungsweg eliminiert. (Il) Beidund stellt das noch wirksame
3-Methylxanthin mit 20 % den Hauptmetabolit dar, hwmegen der Mensch mit 30 %
hauptséachlich den inaktiven Metabolit 7-Methylxanthusscheidet.

Im Falle der Aufnahme hoherer Dosen an Theobromwinge sie im Rahmen einer
Schokoladenvergiftung bei Hunden auftreten kannnk@d Theobromin und 3-Methylxanthin im
Korper akkumulieren und so auch zu lebensbedradticAustdnden fuhren. Hunde gehdren
aufgrund dieser Besonderheit im Metabolismus zutdeabrominempfindlichen Spezies.

Neben dieser generell hohen Theobromin-Empfindeghites Hundes, zeigen jedoch zahlreiche
Fallberichte in der Literatur, dass zusatzlich kstainterindividuelle Unterschiede in der

67



Diskussion

Theobromintoxizitat beim Hund existieren, welchshar nicht erklart werden konnten (Gans et
al. 1980; Stidworthy et al. 1997).

CH,
I
Y )
HN 3
o) CH,
3,7-Dimethylxanthin
(Theodbromin)
s s I s
@) N N @) N N (@) N N (@) N N
YIS TS YIS T Y=o
HN N HN N HN N HN N
\ \ \ \
o CH, O H O CH, 0] CH,
3,7-Dimethyixanthin 3-Methyixanthin 7-Methyixanthin 3,7-Dimethyiharnséure
Abb. 4.1 Theobrominmetabolismus. Theobromin wirdleée meisten Spezies tber N-

Demethylierungsreaktionen zu 3-Methylxanthin (3-MXMethylxanthin (7-MX) und
Uber Oxidation zu 3,7-Dimethylharnsaure (3,7-DMIid)stoffwechselt. Diese
Metaboliten werden zum grof3ten Teil Gber den Utisgeschieden. Zwischen
einzelnen Spezies gibt es jedoch grofRe Unterschietin Anteilen einzelner
Metaboliten an der ausgeschiedenen Gesamtmenge.
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Tab. 4.2 Speziesunterschiede in der MetabolisiemamgTheobromin: Die folgenden
prozentualen Anteile an der applizierten Gesamtanaswurden in der
vorliegenden Arbeit tGber 96 h mit dem Urin ausgesidn. In der Studie
von Miller et al. sowie Cornish und Christman wurdéie prozentualen
Anteile im Urin Uber 48 h bestimmt.

3.7 Sonstige
Theobromin 3-Methylxanthin|  7-Methylxanthin Dimethyl- Metabogllite Literatur
harnséure

Mensch nicht Cornish and
(per oral: 11-12 % 14-21 % 28-30 % ermittelt 3-4 % Christman
1000mg) 1957

Hund Miller et al
(per oral: 36,8 % 199% 3,4 % 0,4 % 53% 1984 '
5mg/kg

Hund . .
(per oral: 65,7 % 31,9 % 2.1 % 0.3 % ”"?htl Voﬂ'ig‘?”de
10mg/kg) ermittelt roeit

Muttersubstanz aktiver Metabol inaktive Metalbati

V Theobrominvergiftungen bei Hunden

Theobromin wird in der Veterindrmedizin nicht medls Monopraparat eingesetzt. Allerdings

werden in der Literatur Theobrominvergiftungen Igvon Schokoladenverzehr und anderen
Kakaoprodukten bei Hunden vielfach beschrieben @ho1942; Decker 1972; Sutton 1981;
Glauberg und Blumenthal 1983; Drolet et al. 1984pstr 1985; Hornfeldt 1987; Hovda und

Kingston 1994; Strachan und Benett 1994; SturgeahSutton 2008).

Eine Theobrominvergiftung beim Hund ist durch Syompé wie Nervositat, Bradykardie,

Tachykardie, Herzrhythmusstérungen, Vomitus, Diee;hgesteigerte Diurese, Harninkontinenz

und Krampfe gekennzeichnet und kann sogar zum TwdhdHerz-Kreislaufversagen (Decker

1972; Strachan und Benett 1994), infolge von Nieeesagen (Sturgeon und Sutton 2008) oder

akutem Kreislaufversagen (Sutton 1981) fihren. Ba KAntidot zur Verfigung steht, ist eine
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symptomatische Therapie mit Magen-Spulungen, Aking, Diazepam, Barbiturate, Verapamil,
sowie Propanolol indiziert (Hornfeldt 1987). GwayaBrant weist im Jahre 2001 jedoch darauf
hin, dass es sich bei Propanolol um einen unse&kti3-Blocker handelt, welcher die renale
Theobrominausscheidung hemmt und empfiehlt deshdioprolol (Gwaltney-Brant 2001,
Stosic et al. 2011).

In einer toxikologischen Studie aus dem Jahr 1988&sen die Autoren bereits individuelle
Unterschiede in der Theobrominvertraglichkeit zwest einzelnen Hunden nach (Gans et al.
1980). In der Studie wurde Mischlingshunden Thepfinoin verschiedenen Dosierungen oral
verabreicht. Nach einmaliger Applikation verstarbee von vier Hunden bei einer Dosierung
von 300 mg/kg Korpergewicht (KG), sowie einer vamtaHunden bei 500 mg/kg KG und einer
von zwei Hunden bei 1000 mg/kg KG. Bei der Veratiteng von Theobromin in einer
Dosierung von unter 300 mg/kg KG traten bei keirldimd Symptome einer Vergiftung auf.
Allerdings wurde in anderen Publikationen bereasmApplikation von 100 mg Theobromin/kg
BW Uber Vergiftungssymptomen bei Hunden berich&tachan und Benett 1994). In einem
anderen veroffentlichten Fall wurden vier englis8uldoggen mit einer kleinen Menge dunkler
Schokolade gefittert (Stidworthy et al. 1997). Zwigeser Hunde kollabierten und starben,
wahrend zwei Hunde keine Symptome zeigten. Derclgigitige Tod zweier zuvor gesunder
Hunde lie3 die Autorin Uber eine Theobrominvergifjuspekulieren und unterstitzt die
individuelle pharmakokinetische Variabilitat, dieerbits von Gans et al. im Jahre 1980
beschrieben wurde, da die anderen beiden Hunde dechAufnahme der gleichen Menge
Schokolade symptomlos waren.

Mumford et al. (1996) verglichen die Absorptionsrabn oral appliziertem Theobromin in Form
von Kapseln und in Form von Schokolade bei Mensch2ie Autoren zeigten, dass die
Plasmakonzentrationen von Theobromin nach Scho&olkahsum hoher lagen und die
maximale Plasmakonzentration bereits eine Stunileefrerreicht wurde (2 h vs. 3 h) als bei
Applikation in Kapselform. Allerdings berichteterhiely et al. (1985) von einer geringeren
Absorptionsrate von oral verabreichtem TheobronmnSichokolade als von Theobromin in
Lésung, so dass sowohl beim Menschen als auch Heimd weitere Studien erforderlich sind,
um verlassliche Aussagen Uber die orale Bioverfilghtavon Theobromin aus Kakao-Produkten

treffen zu kdnnen.
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IV Der canine CYP1A2 1117C>T Polymorphismus

Von den neun bisher beim Hund identifizierten CY8&iad bereits funf als polymorph
beschrieben: CYP1A2, CYP2C41, CYP2D15, CYP2E1l uN®&A12. Allerdings ist bis heute
noch sehr schlecht erforscht, welche Konsequengse dPolymorphismen in der tierarztlichen
Praxis wirklich fir die Sicherheit und Wirksamkelér Arzneitherapie haben. Haufig wurden
entsprechende Unterschiede im pharmakokinetischerhalten einzelner Arzneistoffe im
Rahmen von praklinischen Metabolismus- oder To&iggtudien bei Beagle Hunden beobachtet.
Nur wenige Publikationen richten hierbei jedochMugenmerk auf mogliche Assoziationen mit
Polymorphismen in arzneistoffmetabolisierenden BEmay (Kamimura 2006).

In der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt werdeshh und wenn ja in welchem Ausmalfld der
CYP1A2 1117C>T Polymorphismus einen Einfluss aut dPharmakokinetik und den
Metabolismus von Theobromin beim Hund hat. Im Rammlieser Untersuchung wurde gezeigt,
dass zwischen CYP1A2 defizienten Hunden und Wild#gmden signifikante Unterschiede in
wichtigen pharmakokinetischen Parametern (z.B. Waitzeit, Clearance, AUC) fir die
Muttersubstanz Theobromin bestehen und der CYPlAghoGp dariber hinaus einen
signifikanten Einfluss auf die Metabolisierung vadrheobromin zu 3-Methylxanthin und
7-Methylxanthin hat. So zeigten die CYP1A2 1117Hunde im Vergleich zu den 1117C/C
Hunden eine signifikant niedrigere Plasma-Clearamoa Theobromin (0,50 ml/min/kg vs.
0,83 ml/min/kg). Diese liegt bereits fir CYP1A2akte Hunde unter der Theobromin-Clearance
des Menschen, i.e. 0,88 - 1,2 ml/min/kg, und istdi& T/T Hunde sogar fast 50 % geringer als
beim Menschen (Shively et al. 1985; Lelo et al. @)98amit haben 1117T/T Hunde bei
gegebener Dosis eine deutlich héhere Exposition Th#éobromin im Vergleich zu den C/C
Hunden und dem Menschen, was die individuell seterachiedliche Vertraglichkeit von
Schokolade zwischen verschiedenen Hunden erkldment&. Dartber hinaus war die AlQur
Theobromin im Plasma nach intravendser Applikatroder T/T-Gruppe signifikant hoher als in
der C/C-Gruppe. Im Urin wurden sowohl nach intradsar als auch nach per oraler Applikation
signifikant niedrigere Konzentrationsmaxima und A\®@/erte fur 7-Methylxanthine in der T/T-

Gruppe ermittelt.
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Bereits in friheren Studien konnte die wichtige &#dng von CYP1A2 beim Hund im
Metabolismus bestimmter pharmakologisch wirksamdrsganzen gezeigt werden, wobei wie in
der vorliegenden Studie pharmakokinetische Unténsngen an CYP1A2 C/C und T/T Hunden
durchgefuhrt wurden. Dies betrifft einen neueniplien inversen Agonisten des Benzodiazepin-
Rezeptors (AC-3933) (Mise et al. 2004b) und einenem Phosphodiesterase Typ 4-Inhibitor
(YM-64227) (Tenmizu et al. 2006).

VI Vergleich der Ergebnisse mit einer friiheren kindischen TB-Studie

Loeffler (2000) flhrte eine pharmakokinetische $tudit sechs Beagle Hundinnen unbekannten
CYP1A2 Genotyps durch, um aufgrund der nachgewasdénethylxanthinkonzentrationen im
Plasma und Urin auf das applizierte Methylxanthin schlieen und um zu klaren welche
Fertigarzneimittel bzw. Nahrungsmittel dopingreletea Plasma- und Urinkonzentrationen
verursachen. Hierzu wurde den Hunden in einem @wes Schema mit dazwischen liegender
Auswaschperiode von zwei Wochen 5 mg/kg KG Theolmoim Form einer Injektionslosung
intravents und per oral in Form von Schokolade lweiaht. Im Gegensatz zur vorliegenden
Studie wurden die Hunde nicht auf einen CYP1A2 T4’ Polymorphismus untersucht.
Plasma— und Urinproben wurden bis zu einem Zeitpwok 36 Stunden nach Applikation
gesammelt und mittels HPLC analysiert. Nach intnédger Applikation von 5 mg/kg KG
Theobromin wurde eine Halbwertzeit von 6,5 + O&rimittelt. Die Halbwertzeit fir Theobromin
in der vorliegenden Studie lag in der Gruppe de&2-B0nde bei 9,1 £ 0,5 h, in der Gruppe der
T/T-Hunde im Vergleich jedoch bei 16,2 £ 4,0 h. Dieringe Halbwertzeit von Theobromin in
der Kinetikstudie von Loeffler und geringe Stan@dn@eichungen lassen darauf schlie3en, dass
in diesem Versuch nur C/C-Hunde verwendet wurdarchfbei der Betrachtung der ermittelten
pharmakokinetischen Parameter im Urin zeigt sich die Zeit bis zum Erreichen des
Konzentrationsmaximums (kx) ein vergleichbarer Wert in der von Loeffler puidrten Studie
mit der Gruppe der C/C-Hunde (3,0 £ 0,0 h vs. 4B5h). Bei den T/T-Hunden war defak

mit 7,3 + 3,3 h jedoch deutlich héher. Da in deémhiren Studie Uber einen Zeitraum von 36 h
und in der vorliegenden Studie Uber einen Zeitr’aom96 h Proben gesammelt wurden, sind die
berechneten AUC-Werte nicht miteinander vergleichb@ie orale Bioverfigbarkeit der

verabreichten Schokolade lag bei 77 %, wogegenndieTheobromin gefiillten Kapseln eine
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Bioverfugbarkeit von durchschnittlich 84 % aufwieseNach per oraler Applikation mittels
Kapseln lag die Halbwertzeit in der vorliegendemdst deutlich Gber der Halbwertzeit von
Theobromin nach Applikation von Schokolade (T/T-Hen15,0 = 1,9 h, C/C-Hunde: 12,2 *
2,7h vs. 6,8 £ 2,8 h), wobei zu beachten ist, dash bei der Verabreichung von Schokolade
eine Dosierung von 5 mg/kg KG gewahlt wurde. Daieb bei der Studie von Loeffler nicht um

eine Metabolismusstudie handelt, wurden keine Midiin ermittelt.

Tab. 4.3 Pharmakokinetische Parameter nach intéesegrApplikation von
Theobromin im direkten Vergleich zweier Studien
Loeffler 2000 Vorliegende Arbeit
Plasma TIT c/C
Cmax (Mgl 41,9+11,0 18,3+1,1 19,4+21
Tz (h) 6,5+0,6 16,2 + 4,0 9,1+0,5
Urin
Cmax (Mg/l) 409,7 + 245,0 264,1+123,0 226,7+ 25,5
Tmax (h) 3,0+£0,0 7,3+3,0 43+15
Tab. 4.4 Pharmakokinetische Parameter nach pesrdkablikation von
Schokolade bzw. Theobromin-Kapseln im direkten \é&ch zweier
Studien

Loeffler 2000 Vorliegende Arbeit

Plasma TIT C/C
Cax (mg/l) 20,5+2,7 10,5+1,6 12624
Ta2(h) 6,8+2,8 15019 122+27
BV (%) 77 82 86
Urin
Crmax(mg/l) 178,2+ 47,4 179,8 £+112,1 179,0+ 77,6
Tmax(h) 2,0£0,3 6,8+3,0 72+23
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Diskussion

VIl Relevanz von Cytochrom Polymorphismen beim Hundin der pharmazeutischen

Industrie

Hunde stellen nicht nur eine wichtige Gruppe anelfggn in der tierarztlichen Praxis und Klinik
dar, sondern werden in der pharmazeutischen Industuch als Non-Rodent-Spezies fur
préklinische Toxizitats- und Sicherheitsstudien igoWirksamkeitsprifungen zur Bewertung
neuer chemischer Wirkstoffe eingesetzt (Fink-Greisr2808). Fur solche Studien werden i.d.R.
homologe Tiergruppen bevorzugt um interindividuelleterschiede zu verringern. Wenn neue
Wirkstoffkandidaten  durch  Cytochrom P450-Enzyme ahetisiert werden, welche
bekanntermalRen Polymorphismen tragen, konnte digherige Genotypisierung dieser
Polymorphismen in Zukunft helfen, die interindivelie Variabilitat in der Pharmakokinetik und

dem Metabolismus solcher neuen Wirkstoffe zu vedwmin.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Cytochrom P450-Enzyme (CYPs) sind an der Metalawlisig korpereigener und korperfremder
Substanzen beteiligt. Hierbei spielen Polymorphisme einzelnen CYPs, welche zu einem
Ausfall der Enzymfunktion fiihren, eine wichtige Rolbei bekannten interindividuellen
Unterschieden im pharmakokinetischen Profil bestiemmArznei- und Fremdstoffe. In
praklinischen Studien, in denen Hunde als Versumtesieingesetzt werden, aber auch in der
tierarztlichen Praxis kann dadurch sowohl die Warkkeit als auch die Vertraglichkeit der
Arzneitherapie beeinflusst sein.

Das humane CYP1A2 ist an der Metabolisierung vonthyranthinen wie Coffein und
Theobromin beteiligt, jedoch lasst dies nicht ameedentische Substratspezifitat bei Hunden
schliel3en. Theobrominvergiftungen bei Hunden, iashdere als Folge von Schokoladenverzehr
werden haufig in der tierarztlichen Praxis vorgiistand sind in der Literatur vielfach
beschrieben. Der Hund stellt im Vergleich zu andérerarten und dem Menschen eine Spezies
mit besonderer Empfindlichkeit gegentuber Theobromilar. Dies ergibt sich aus
speziesspezifischen Unterschieden in der Praferd®@mz Demethylierungsposition bei der
Metabolisierung von Theobromin. Allerdings wurderideer hinaus von einer interindividuell
sehr unterschiedlichen Vertraglichkeit von Theobrobeim Hund berichtet. Es wurde vermutet,
dass hierfir ein CYP1A2 1117C>T Polymorphismus nevartlich sein kdnnten, welcher in
homozygoter Auspragung zu einem Totalausfall dePCA2 Enzymaktivitat fihrt.

Das Ziel dieser Studie war es, mégliche UntersehigdMetabolismus und der Pharmakokinetik
von Theobromin bei CYP1A2 1117C/C (Wildtyp) und ITAT (CYP1A2 defizient) Beagle
Hunden zu ermitteln. Sowohl die intravendse alhalie per orale Applikation von Theobromin
fuhrte zu signifikanten Unterschieden im metabdlést Profil der getesteten Hunde und legt die
Beteiligung des caninen CYP1A2 bei der Metabolisigr von Theobromin beim Hund nahe.
CYP1A2 defiziente Hunde wiesen signifikant héhedasma-AUC-Werte und eine langere
Halbwertzeit fir Theobromin auf. Sowohl im Plasnla auch im Urin konnten niedrigere
Konzentrationen der Metaboliten 3-Methylxanthinéthylxanthin und 3,7-Dimethylharnsaure

nachgewiesen werden. Die signifikant vermindertapééclearance von Theobromin bei den
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Zusammenfassung

CYP1A2 defizienten Hunden weist auf einen langarerbleib der Substanz im Korper hin und
lasst die Schlussfolgerung zu, dass CYP1A2 111Humde bei Aufnahme hoherer Dosen
empfindlicher auf Theobromin reagieren als CYP1APR17AC/C-Hunde. Daher kénnte der
CYP1A2 1117 Genotyp an der interindividuell untéredlichen Empfindlichkeit von Hunden
gegeniber Schokolade beteiligt sein.
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Summary

6 SUMMARY

Cytochrome P450 enzymes (CYPs) are involved in mhetabolism of endogenous and
exogenous substances. CYP polymorphisms are knoveause inter-individual differences in
pharmacokinetic profiles of certain drugs and xeoids. In preclinical studies with dogs, these
polymorphisms influence the efficacy and safetynefv chemical entities, and confound the
efforts to study these chemicals under controltaddions.

Human CYP1AZ2 is involved in the metabolism of caféeand theobromine, however it does not
predict substrate specificity in dogs. Dogs arequely sensitive to theobromine, and
theobromine toxicity in dogs due to consumptioncbbcolate is frequently reported in the
literature. Furthermore, individual dogs are défetty sensitive against chocolate consumption
and this observation has made it difficult for msders to fully understand chocolate toxicity in
dogs. In the present study we hypothesized thaCtfie1A2 1117 C>T polymorphism, which
leads to a complete loss of enzyme function, maynkelved in the individual theobromine
tolerance in dogs.

Therefore, we aimed to analyse potential differsrinethe metabolism and pharmacokinetics of
theobromine in CYP1A2 1117C/C (wild-type) and 11M7TCYP1A2 deficient) Beagle dogs.
Both, intravenous and oral administrations of theabne indicated significant differences in the
metabolic profiles of theobromine and confirmed ttlmnine CYP1A2 is involved in
theobromine metabolism. CYP1A2 deficient dogs shibhigher plasma AUC values and longer
half-lifes of theobromine compared with CYP1A2 wiigbe dogs. In plasma and urine lower
concentrations of the metabolites 3-methylxanthiireethylxanthine and 3,7-dimethyluricacid
were detected in the 1117T/T dogs. Furthermore, tbdy clearance of theobromine was
significantly reduced in the group of CYP1A2 defiai dogs, leading to longer retention times in
the body. Based on this data we assume that corigumyd higher doses of theobromine may
result in more pronounced accumulation and moreergevoxicosis of theobromine in the
1117T/T dogs. In conclusion, these results suppiethypothesis that polymorphisms in the
canine CYP1AZ2 are at least in part responsibléiferwell-known inter-individual differences in

the sensitivity against theobromine and even clateoh dogs.
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