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1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Bakterielle Infektionen kommen sowohl in der Human- als auch in der
Veterindrmedizin haufig vor. Durch das zunehmende Auftreten bakterieller
Resistenzen ist der verantwortungsvolle und gezielte Einsatz von antibakteriellen
Wirkstoffen von besonderer Bedeutung. Deshalb sollte mdglichst vor der
Verabreichung eines Antibiotikums ein Resistenztest durchgefiihrt werden. Die
eingesetzte Dosierung sollte zu einer mikrobiologischen Heilung fiihren?”. Dazu
muss eine ausreichende Menge des antibakteriellen Wirkstoffs an den Ort des
Infektionsgeschehens gelangen. Bakterielle Infektionen treten meist im
extrazelluldren Bereich der Gewebe auf'®. Somit gilt es im Rahmen der
Dosisfindung durch pharmakokinetische Studien herauszufinden, wie viel von
einem verabreichten Wirkstoff tatsachlich im Gewebe ankommt. Neben der
Erstellung klassischer Konzentrations-Zeit-Profile wurden daher Versuche
unternommen, die Wirkstoffkonzentration im Gewebe zu bestimmen. Dies erfolgte
beispielsweise durch die Analyse von Biopsien oder mit Hilfe von Modellen,
welche die Gewinnung von extrazellularer Flissigkeit ermdglichten. Pradofloxacin
ist ein neues Fluorochinolon der dritten Generation, das sich in der Zulassung fur
die Veterindrmedizin befindet. Fluorochinolone der dritten Generation weisen eine
erweiterte Wirksamkeit gegen grampositive und/oder gramnegative Erreger sowie
Anaerobier und Mykoplasmen auf'®.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die Erhebung pharmakokinetischer und
pharmakodynamischer Daten fiir Pradofloxacin. Dazu sollte ein sogenanntes
»Tissue-Cage“-Modell etabliert werden, um 1. die Gewebepenetration von
Pradofloxacin zu prifen und 2. pharmakodynamische Untersuchungen in
biologischen Medien (,Tissue-Cage-Fluid“) durchzufihren. Dazu sollten die
Ublichen In-vitro-Parameter der Pharmakodynamik in , Tissue-Cage-Fluid* geprift
und darlber hinaus Studien zur antibakteriellen Wirksamkeit in natirlichen Medien
mit authentischem Wirkstoffgehalt durchgefiihrt werden. Die pharmakokinetischen
Parameter wurden fiir Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension beim Hund erhoben,
obwohl die orale Suspension fiur Katzen zugelassen werden soll. Da es
wahrscheinlich ist, dass in der Praxis diese Suspension auch fir kleine Hunde
genutzt wird, soll diese Arbeit Basisinformationen bzgl. der Pharmakokinetik und
der Vertraglichkeit der oralen Suspension beim Hund liefern.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Antiinfektiva

Unter dem Begriff Antiinfektiva werden Chemotherapeutika und Antibiotika
zusammengefasst. Chemotherapeutika sind synthetisch hergestellte,
antibakterielle Wirkstoffe. Antibiotika kommen urspringlich in sehr geringen
Konzentrationen in der Natur vor und sind von Mikroorganismen gebildete
Substanzen, die auf andere Mikroorganismen wachstumshemmend oder letal
wirken'. Die klassische Definition versteht also unter Antibiotika
Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen oder Bakterien; modernere Definitionen
verwenden vorzugsweise den Begriff der Antiinfektiva®. Im allgemeinen
Sprachgebrauch ist jedoch der Terminus Antibiotika sowohl fir naturliche als auch
fur synthetisch gewonnene Substanzen Ublich und wird daher in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls verwendet.

Die ersten synthetisch hergestellten antimikrobiellen Wirkstoffe waren 1935 die
Sulfonamide. Das erste Antibiotikum, Penicillin, wurde 1929 von Fleming entdeckt
und ab 1940 vermarktet’'®>'®_Der Einsatz von Antibiotika dient der Metaphylaxe
und Heilung bakterieller Infektionskrankheiten™®. Durch Prophylaxe im Rahmen
chirurgischer Eingriffe konnten postoperative Komplikationen reduziert werden.
Antiinfektiva retten Patienten, die vor der Entdeckung der antibakteriellen
Wirkstoffe nicht (berlebt héatten'®'.  Antibiotika kénnen anhand ihres
Wirkungsspektrums und ihres Wirkungstyps (bakteriostatisch oder bakterizid)
differenziert werden. Auflierdem lassen sie sich zum einen nach ihrer Zielstruktur
bei Bakterien, wie der Proteinsynthese, der Zellwand, der DNA-Replikation oder
der Enzyme der Zellwandbiosynthese'” und zum anderen anhand ihrer Struktur in
unterschiedliche Klassen einteilen. In den Leitlinien der Bundestierarztekammer
fir den sorgsamen Umgang mit antibakteriell wirksamen Tierarzneimitteln? sind
folgende flir Tiere zugelassene Wirkstoffgruppen aufgefiihrt: Aminoglykoside,
Amphenicole, Ansamycine, Beta-Lactame, Chinolone, Fusidinsaure, Lincosamide,
Makrolide, Pleuromutiline, Polypeptidantibiotika, Sulfonamide und Tetracycline. Im
Jahr 2005 waren in der Veterinarmedizin die Tetrazykline die mit Abstand am
haufigsten eingesetzten Antibiotika in Deutschland'® und in Frankreich''?, gefolgt
von den Beta-Lactamen, den Sulfonamiden, den Makroliden sowie den
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Aminoglykosiden und Polypeptiden. Der Einsatz von Chinolonen und den anderen

Antibiotikagruppen blieb auf vergleichsweise niedrigem Niveau'*’.

2.1.1 Chinolone

Die Chinolone stellen eine der gréfiten, weltweit in Human- und Veterinarmedizin
eingesetzten antimikrobiellen Wirkstoffklassen dar™''®. Sie haben sich von
Wirkstoffen, die ausschliellich zur Behandlung von Harnwegsinfektionen
verwendet wurden, zu Substanzen mit einem breiten Wirkungsspektrum und
zahlreichen Indikationen entwickelt ''. Als erster Vertreter dieser Stoffklasse kam
in den 1960er Jahren Nalidixinsaure auf den Markt, welche 1962 als
Nebenprodukt in der Malariaforschung entdeckt wurde®. Die Chinolone werden
anhand ihrer strukturellen Optimierung und dem damit verbundenen
Wirkungsspektrum im Allgemeinen in drei Generationen eingeteilt'®: Die erste
Generation, z.B. Nalidixinsdure und Oxolinsaure, besitzt ein limitiertes
Wirkungsspektrum gegen Enterobacteriaceae und einige andere gramnegative
Organismen sowie eine schlechte orale Bioverflugbarkeit und eine begrenzte
Verteilung ins Gewebe. Die zweite Generation (Norfloxacin, Ciprofloxacin,
Enrofloxacin, Danofloxacin, Marbofloxacin u.a.) mit einer erweiterten
antibakteriellen Wirksamkeit gegen gramnegative Bakterien und Wirksamkeit
gegen bestimmte grampositive Kokken, stellen die ersten Fluorochinolone dar.
Diese wurden in den 1980er Jahren entwickelt. Enrofloxacin war dabei das erste
Fluorochinolon, das fiir die Veterinarmedizin zur Verfiigung stand'®
Fluorochinolone verfiigen uber eine hohere orale Verfligbarkeit und eine
verbesserte systemische Verteilung. Die dritte Generation der Chinolone verfiigt
zum einen Uber die gunstigen Eigenschaften der zweiten Generation und darliber
hinaus Uber ein erweitertes antibakterielles Spektrum gegen grampositive
Bakterien, Anaerobier und Mykobakterien. Weiterhin haben diese Wirkstoffe eine
gute orale Bioverfuigbarkeit und eine langere Verweildauer im Korper, wodurch ein
Dosierungsintervall von 24 Stunden erméglicht wird’®. Eine vierte Generation der
Chinolone wurde beschrieben, die sogenannten Desfluorochinolone, welche nicht
die Fluorierung an Position C6 im Molekil aufweisen, die seit der zweiten
Generation den Fluorochinolonen gemein ist und der ganzen Stoffklasse diesen
Namen gegeben hat'®. Mit den Desfluorochinolonen erdffnen sich neue Wege in
der Entwicklung der Chinolon-Forschung'®®'*'. Die Einteilung der einzelnen Stoffe
in die Chinolon-Generationen ist nicht einheitlich. So gibt es beispielsweise auch
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Autoren, die Marbofloxacin und Enrofloxacin als Fluorochinolone der dritten
Generation bezeichnen 3418,

2.1.1.1 Pradofloxacin

Pradofloxacin ist ein neues C8-Cyanofluorochinolon der dritten Generation,
welches zur Behandlung bakterieller Infektionen bei Hund und Katze entwickelt
wurde’’. Indikationen fiir den Einsatz von Pradofloxacin beim Hund sind
Pyodermien, Wundinfektionen, Abszesse, Cystitis, Prostatitis sowie Gingivitis und
Periodontitis. Pradofloxacin unterscheidet sich von Enrofloxacin durch eine
Cyanogruppe an C8 und einen Pyrrolidinopiperidinring an C7. Dadurch kommt es
zu einer héheren Aktivitdt gegen E. coli und S. aureus (Wildtyp-Stdmme) sowie
gegen Fluorochinolon-resistente Stamme'®®. Abhangig vom Substituenten an
Positon C7 kénnen die gréfiten Unterschiede beziiglich der Wirksamkeit einer
Substanz auftreten. Pyrrolidine an dieser Position bieten die hochste Wirksamkeit
gegen grampositive Erreger45'46. Ein Substituent an C8 beeinflusst die In-vivo-
Eigenschaften des Wirkstoffs und die antibakterielle Aktivitdt, besonders gegen
anaerobe Spezies®.

Abbildung 1. Pradofloxacin

F COOH

2.1.1.2 Wirkungsmechanismus der Fluorochinolone

Fir Fluorochinolone gibt es zwei molekulare Zielstrukturen (,dual targeting®) an
denen Wechselwirkungen mit Bakterienzellen entstehen koénnen. Die erste
Zielstruktur, die DNA-Gyrase, entdeckte die Arbeitsgruppe von Gellert 1976 und
die zweite wurde 1990 von Kato et al. beschrieben*®®*®2, Die Gyrase, eine Typ-II-
Topoisomerase, ist an der Kontrolle der Topologie der DNA-Strdnge des
bakteriellen Chromosoms beteiligt und katalysiert unter ATP-Verbrauch eine
negative Uberspiralisierung der umeinander gewundenen DNA-Stridnge durch
voribergehende Einfihrung von DNA-Doppelstrangbriichen. Die Chinolone



2 Literaturiibersicht 8

binden an den Enzym-DNA-Komplex, dadurch kommen Replikation und
Transkription der DNA zum Erliegen und eine dauerhafte Induktion der SOS-
Antwort (Reparatur von DNA-Schaden) wird ausgeldst, was schliellich zum
Zelltod fuhrt. Weiterhin hemmen Chinolone auch die DNA-Synthese von
Plasmiden und bestimmten Bakteriophagen’™. Die Topoisomerase IV, ebenfalls
eine Typ-ll-Topoisomerase, vermittelt die Lockerung der Doppelstrang-DNA und
die Trennung der Tochterchromosomen nach der DNA-Replikation'®. Die
Chinolone storen die Aktivitat der Topoisomerase |V, indem sie die Religation der
gespaltenen DNA durch das Enzym verhindern'®. Die Behinderung der DNA-
Replikation verlauft langsamer, wenn Topoisomerase IV die Zielstruktur der
Chinolone ist®’. Die Gyrase wird als primare Zielstruktur fiir gramnegative
Bakterien angesehen®!8%81141.180 " \yshrend Topoisomerase IV von den meisten
Chinolonen vorzugsweise in grampositiven Bakterien gehemmt wird>"®.
Allerdings kann die Gyrase auch bei grampositiven Bakterien als priméares Ziel
dienen und manche Chinolone haben eine ahnliche Affinitdt fir beide
Zielstrukturen™'.

2.2 Modelle zur Abschatzung von

Antibiotikakonzentrationen am Infektionsort

Die meisten Arzneimittel entfalten ihre Wirkung nicht im Blut, sondern in einem
bestimmten Zielgewebe, in welches sie Uber das zentrale Kompartiment gelangen
miissen'"®. Bakterielle Infektionen finden meist im Extrazellularraum der Gewebe
statt. Somit ist die Interstitialflissigkeit der Zielort fiir antibakteriell wirksame
Substanzen und ihre Konzentration dort von hdchstem Interesse, um einen
Therapieerfolg zu prognostizieren und eine angemessene Dosierung zu
evaluieren'®'92*  zyr Dosisfindung fiir ein Antibiotikum werden jedoch
Ublicherweise die Pharmakokinetik des betreffenden Wirkstoffs im Plasma bzw.
Serum sowie die in vitro ermittelte minimale Hemmstoffkonzentration der
jeweiligen Pathogene herangezogen. Es kann aber nicht immer ein Gleichgewicht
zwischen der Arzneimittelkonzentration im Plasma/Serum und der im Gewebe
vorausgesetzt werden. Suboptimale Konzentrationen im Zielgewebe kdnnen zu
Therapieversagen und bakterieller Resistenzentwicklung fiihren''®. Daher wurden
neben der Untersuchung von Gewebeproben (Biopsien, Homogenate), in denen
extra- und intrazellulare Antibiotikumkonzentrationen enthalten sind, verschiedene
Modelle entwickelt, die zur Bestimmung der Wirkstoffkonzentration in der
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Interstitialflissigkeit dienen sollen, wie z. B. die ,Skin-Blister-Technik'*®'%°, die
Mikrodialyse bzw. Ultrafiltration'® und das , Tissue-Cage“-Modell.

2.21 Das ,Tissue-Cage“-Modell

Das ,Tissue-Cage“-Modell wurde zuerst 1963 von Guyton”' beschrieben und zur
Untersuchung der Physiologie der Interstitialflissigkeit verwendet. Die erste
Nutzung des Modells mit einem antibakteriellen Wirkstoff erfolgte 1972 durch
Waterman und Kastan®'®'. Tissue-Cages” (TCs) sind perforierte Hohlkdrper von
unterschiedlicher Gestalt, GréBe und Material, z. B. Kugeln aus Polypropylen®®,
Silikonschlauche %% oder  Edelstahinetzkammern™, die meist
subkutan®®8'%6.183 oder in Organe implantiert werden®*®®. Es wird ein kiinstlicher
Hohlraum im Gewebe geschaffen, eine Gewebekammer, in der sich Flussigkeit
(,Tissue-Cage-Fluid“, TCF) sammelt, die durch die vorhandenen Perforationen
hinein diffundiert und folglich in direkter Verbindung mit der Interstitialfliissigkeit
steht und reprasentativ fur diese ist. Um den TC herum bildet sich eine Kapsel und
hoch vaskularisiertes Granulationsgewebe wachst in den TC ein®. Der TC
ermoglicht die mehrfache Gewinnung von Interstitialflissigkeit und somit die
Durchfiihrung pharmakokinetischer Studien zum Vergleich des
Konzentrationsverlaufes in Plasma/Serum und TCF. Die Arbeitsgruppe von Lees
und Higgins® entwarf ein TC-Inflammationsmodell, um die Pathogenese und die
Mechanismen akuter Entzindungen zu untersuchen. Die Penetration
nichtsteroidaler Antiphlogistika ins Exsudat und deren Wirkung konnte verfolgt
werden, indem mithilfe des Reizstoffes Carrageenan eine sterile Entziindung im
TC induziert wurde'%33349097 Diese Methode wurde ebenfalls zum Vergleich der
Pharmakokinetik diverser Antibiotika in Transsudat (TC ohne Entziindung) und
Exsudat (TC mit induzierter Entziindung) eingesetzt*®. Dabei wurden auch
pharmakodynamische Untersuchungen, sogenannte Ex-vivo-Studien
durchgefiihrt, d. h. nach Verabreichung des jeweiligen Antibiotikums wurden
Plasma-/Serum-, Transsudat- und Exsudatproben entnommen, mit Bakterien
beimpft und durch Auszahlung der KBE/ml die Effektivitat des Wirkstoffs beurteilt.
Andere Arbeitsgruppen erforschten die antibakterielle Wirkung verschiedener
Antibiotika in vivo, indem sie bakterielle Erreger direkt in den TC
einbrachten? #7818 Das TC-Modell fand bereits haufig Anwendung in der
Humanmedizin, dabei wurden Labortiere wie Hund**®*®7"185191 ‘Meerschwein?%,
Kaninchen?®"%2%2 Ratte'*2"'2' und Maus® unter anderem zur Untersuchung von

Fremdkorperinfektionen™*'”  sowie Schweine'® eingesetzt. Eine vielfaltige
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Verwendung des TC-Modells erfolgte ebenfalls in der Veterindrmedizin, hier direkt
in der jeweiligen Zieltierspezies: Hund, Katze'®*, Rind®'3'4103.1%5 gchgf3.10.154,
Ziege* %1% schwein %2, Huhn®, Pferd?"7%'8 und Kamel.

2.2.1.1 Anwendung des ,Tissue-Cage“-Modells beim Hund in der
Veterinarmedizin

Walker und Mitarbeiter untersuchten die Konzentration der Fluorochinolone
Norfloxacin'®, Ciprofloxacin'®® und Enrofloxacin'® in Serum und TCF gesunder
Hunde nach oraler Applikation unterschiedlicher Dosierungen (Norfloxacin 11 bzw.
22 mg/kg, Ciprofloxacin 11 bzw. 23 mg/kg und Enrofloxacin 2,75, 5,5 bzw.
11 mg/kg) an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit einem Dosierungsintervall von
12 Stunden. Nach der 1. und 7. Applikation wurden Blut- und TCF-Proben zur
Konzentrationsbestimmung entnommen. In allen drei Studien wurde die maximale
Konzentration im TCF spater erreicht und entsprach etwa 50 % der
Serumkonzentration. Die Elimination der Wirkstoffe aus dem TCF erfolgte
langsamer als aus dem Serum. Die Halbwertszeit im TCF war gréRer als im
Serum. Folglich war die Gesamtexposition (AUC) im TCF &hnlich der AUC im
Serum.

Die Arbeitsgruppe um Grue erprobte die Moglichkeit zur Pravention
chirurgischer Infektionen mit einer einzigen intravendsen Injektion von 2 bzw. 4
mg/kg Marbofloxacin, die etwa 15 Minuten vor der subkutanen Implantation eines
TCs und dessen Infektion mit S. intermedius erfolgte. Bei den mit Marbofloxacin
behandelten Hunden wurde eine niedrigere Anzahl an KBE/ml festgestellt als bei
der unbehandelten Kontrollgruppe. Die Konzentration von Marbofloxacin in
Plasma und Exsudat war &hnlich.

Boothe und Mitarbeiter®® injizierten Hunden mit jeweils einem nicht entziindeten
und einem durch Carrageenan-Injektion entziindeten TC intravends Leukozyten
mit radioaktiv markiertem Enrofloxacin, um zu evaluieren, ob Enrofloxacin von den
Leukozyten zum Infektionsort transportiert wird. In Plasma, peripheren
Leukozyten, dem Fluid aus den Kontrol-TCs und den Basiswerten der
entziindeten TCs konnte kein Enrofloxacin nachgewiesen werden. Enrofloxacin
fand sich nur in TCF aus entzlindeten TCs. Daraus schlossen die Autoren, dass
Leukozyten fir den Transport von Enrofloxacin an den Infektionsort verantwortlich
sind und somit die Konzentration des Arzneimittels am Ort der Entziindung erhéht
werden kann.

t69
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Die Konzentration von Cefovecin, einem Cephalosporin der 3. Generation, nach
einmaliger subkutaner Injektion von 8 mg/kg wurde von Stegemann und
Mitarbeitern in Plasma, Transsudat und Exsudat untersucht. Exsudat wurde auch
in dieser Studie mithilfe von Carrageenan erzeugt. Die maximale Konzentration in
Transsudat und Exsudat war geringer als im Plasma und wurde spéter erreicht.
AuRerdem zeigte sich die antibakterielle Wirksamkeit von Cefovecin gegen
S.intermedius in Plasma, Transsudat und Exsudat in sogenannten Ex-vivo-
Studien'®®.

Des Weiteren wurde die Pharmakokinetik der nichtsteroidalen Antiphlogistika
Phenylbutazon und Naproxen®®, Tolfenaminsaure'®, Carprofen' sowie
Phenylbutazon, Naproxen und Flunixin'*® im TC-Modell gepruft.

2.2.1.2 Beschaffenheit des ,Tissue-Cage-Fluids®

Wie in Abschnitt 2.2.1 bereits erwahnt, ist das TCF laut Clarke reprasentativ flr
die Interstitialflissigkeit und sein Proteingehalt entspricht etwa der Halfte des
Serumproteingehaltes%. Die Arbeitsgruppe von Lees und Higgins76 entwickelte ein
TC-Modell zur Untersuchung von Entziindungsreaktionen. In diesem
Zusammenhang pragten sie die Begriffe Transsudat fir TCF in Abwesenheit einer
Entzindung und entsprechend Exsudat fir TCF mit Entziindungsreiz im TC.
Dabei ist das Exsudat zellreicher, es kommt zu einem Anstieg der Leukozyten,
wohingegen im Transsudat die Leukozytenzahl gering und gleichbleibend ist'®2.
Diese Begriffe werden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls entsprechend
verwendet. Im Allgemeinen weist ein Exsudat einen héheren Proteingehalt auf als
ein Transsudat; das spezifische Gewicht liegt iber 1016 und die Leukozytenzahl
Uibersteigt 5000 kernhaltige Zellen/ul’®'®*. Beziiglich des pH-Wertes des TCFs,
welcher die Penetration und Wirkung der Arzneimittel beeinflusst, gibt es
unterschiedliche Untersuchungsergebnisse. Laut Clarke haben Gerding und
Mitarbeiter héhere pH-Werte fir TCF ermittelt als den physiologischen pH-Wert
des Blutes, Carbon und Mitarbeiter haben jedoch niedrigere pH-Werte im TCF
gemessen®®.

2.3 Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik ist definiert als der Prozess der Absorption, Verteilung,
Metabolisierung und Elimination eines Arzneimittels im Kérper'®. Die traditionelle
pharmakokinetische Datenanalyse ergibt Konzentrations-Zeit-Kurven, welche das
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Verhalten einer Substanz in Plasma oder Serum beschreiben'®. Da in der
vorliegenden Arbeit pharmakokinetische Studien mit Pradofloxacin durchgefiihrt
wurden, werden im folgenden Abschnitt die Parameter der Pharmakokinetik kurz
erlautert.

2.3.1 Pharmakokinetische Parameter

Die hochste Konzentration eines Arzneimittels, die im Referenz-Kompartiment
erreicht wird, wird als Cpax bezeichnet'™ und die Zeit, die benétigt wird, bis nach
Arzneimittelgabe die maximale Konzentration erreicht ist, nennt man Tmax. Diese
beiden Parameter kénnen direkt aus den Konzentrations-Zeit-Daten abgelesen
werden'®. Fir die Genauigkeit dieses Parameterpaars ist die Wahl der
Probenentnahmezeitpunkte entscheidend. Diese werden im Allgemeinen anhand
der sogenannten ,Finfer-Regel” ausgewahlt. Demnach werden 5 Proben vor
Erreichen der maximalen Plasmakonzentration (Absorptionsphase), 5 Proben
wéhrend der Distributionsphase (ca. eine terminale Halbwertszeit) und 5 Proben in
der Eliminationsphase (bis zum 5-fachen der terminalen Halbwertszeit)
genommen'®"""2'% Die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) ist
proportional der Gesamtmenge des Pharmakons und kann mittels einer
Integralfunktion, als Zeitintegral Uber die Konzentrationen, berechnet werden 33138,
Unter AUCy,st versteht man die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve vom
Zeitpunkt Null bis zur letzten messbaren Konzentration. Die AUCi,s symbolisiert die
Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve vom Zeitpunkt Null bis unendlich®. Die
Bestimmung der AUCi, erfolgt durch Extrapolation. Es sollte angegeben werden,
wie die AUC ermittelt wurde z. B. basierend auf der Trapezregel (linear oder log-
linear)'™®. Mit den oben genannten Parametern werden also die maximale
Exposition sowie die gesamte Exposition eines Arzneimittels im Korper
beschrieben. Ein weiterer Schliisselparameter der Pharmakokinetik ist die
Bioverflgbarkeit, die den Anteil eines extravasal applizierten Arzneimittels
darstellt, der den systemischen Kreislauf erreicht und somit am Wirkort verfiigbar
wird""""72 Da es nicht moglich ist, die Transportvorgange fiir die gesamte
Wirkstoffmenge im Blut zu betrachten, wird unter der Annahme, dass sich das
Blutvolumen im Rahmen des Untersuchungszeitraumes nicht verandert, die
Konzentrationsénderung  des  Wirkstoffs  im Blut  evaluiert. Einen
Umrechnungsfaktor zwischen Konzentration und Dosis (Gesamtwirkstoffmenge)
stellt das Verteilungsvolumen, ein hypothetisches Volumen der Koérperflissigkeit,
dar. Unter dem scheinbaren Verteilungsvolumen ist das FlUssigkeitsvolumen zu
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verstehen, dass zur Auflésung der gesamten Arzneistoffmenge erforderlich ware,
um dieselbe Konzentration wie die im Plasma gefundene zu erhalten®3""",
Dieser Parameter wird genutzt, um die Menge eines Arzneimittels im Korper aus
einer gemessenen Plasmakonzentration abzuschatzen, um beispielsweise die
erste Dosis in einem Behandlungsplan zu kalkulieren und somit sofort die
erforderliche therapeutisch wirksame Plasmakonzentration zu erhalten'”®. Zur
Festlegung einer adaquaten Dosis ist es weiterhin von besonderer Bedeutung, die
Elimination des Arzneistoffes aus dem Organismus zu betrachten. Dazu wird in
erster Linie die Clearance herangezogen. Im Allgemeinen wird die Clearance als
der Teil des Plasmavolumens, der innerhalb einer bestimmten Zeitspanne von
einem Arzneimittel befreit wird, bezeichnet. Meist spricht man von
Plasmaclearance, weil Plasma die am héaufigsten zur Konzentrationsbestimmung
eines Arzneimittels verwendete Matrix ist. Es ist aber auch mdglich, die Clearance
bestimmter Organe z. B. Leber oder Niere zu bestimmen'?"""""3_ Laut Toutain und
Bousquet-Mélou'” sollte die Clearance formal als Verhaltnis von Eliminationsrate
und Arzneimittelkonzentration definiert werden. Um die Abnahme einer
Arzneimittelkonzentration weiter zu beschreiben, wird die Halbwertszeit
verwendet. Die Halbwertszeit bezeichnet die Zeit, in der die
Arzneimittelkonzentration auf die Halfte ihrer Anfangskonzentration abgesunken
ist. Sie ist vor allem bei Mehrfachapplikationen relevant, da von ihr die
Akkumulation eines Arzneistoffes beeinflusst wird. Daher erfolgt ihre Bestimmung
hauptséchlich, um ein angemessenes Dosierungsintervall festzulegen® '™, Ein
weiterer Parameter, der Auskunft Gber die Zeit gibt, in der sich ein Stoff im Kérper
aufhélt, ist die mittlere Verweilzeit (,mean residence time®). Er stellt die Verweilzeit

eines Molekls von der Aufnahme bis zur Elimination dar'®2.

2.3.2 Modellunabhéngige Pharmakokinetik

Die modellfreie (kompartimentfreie) Pharmakokinetik, die routinemaRig genutzt
wird®  und auch gemaR der EMEA Richtlinie zur Durchfilhrung
pharmakokinetischer Studien im Zieltier” angewendet werden kann, stellt die
Parameter dar, die man direkt aus den gemessenen Blutkonzentrationen eines
Wirkstoffs errechnen kann. Dabei erfolgt keine Anpassung dieser Daten an ein
theoretisches Modell®®. In der vorliegenden Arbeit wurde die Pharmakokinetik von
Pradofloxacin anhand dieser Methode bestimmt.
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2.3.3 Pharmakokinetik von Pradofloxacin beim Hund

Die Pharmakokinetik von Pradofloxacin nach oraler Applikation beim Hund wurde
in mehreren Studien untersucht. Nach der Applikation von Pradofloxacin-Tabletten
in einer Dosierung von 3 mg/kg KG pro Tag konnten hohe Serumkonzentrationen
(1,4 ug/ml nach der ersten Applikation und 1,6 pg/ml nach der flinften Applikation)
festgestellt werden, welche nach 2,1 bzw. 1,5 Stunden erreicht wurden. Die
ermittelte Halbwertszeit ermdglicht einen Dosierungsintervall von 24 Stunden®2,
Die orale Bioverfiigbarkeit der Tabletten lag bei nahezu 100 Prozent™. Zur
Bioverfligbarkeit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pradofloxacin 2,5 %
Oral Suspension liegen bisher keine Untersuchungen beim Hund vor.

In einer Dosislinearitatsstudie wurde die Konzentration von Pradofloxacin in
Serum und Haut miteinander verglichen. Dazu wurden Serum- und Biopsieproben
entnommen. Es zeigte sich, dass nach mehrfacher oraler Applikation die
Konzentration in Haut und Serum linear mit der Dosis anstieg. Die Konzentration
in der Haut war héher als im Serum und die Elimination aus der Haut erfolgte
verzégert63. Eine andere Studie stellte die Konzentrationen von Pradofloxacin in
Serum und Haut von Hunden mit und ohne Pyodermie dar. Die Autoren fanden
heraus, dass die Pradofloxacin-Konzentration in Proben aus erkrankten
Hautregionen héher war als in Proben von nicht betroffenen Hautstellen und im

Serum sowie in Haut- und Serumproben der Kontrolltiere'®.

In einer Studie von Bregante und Mitarbeitern?® zeigte Pradofloxacin im Hund eine
niedrige In-vitro-Plasmaproteinbindung von etwa 29 — 37 %.

Des Weiteren konnte die Akkumulation von Pradofloxacin in Leukozyten nach
oraler Gabe von 3 bzw. 12 mg/kg KG gezeigt werden. Der Vergleich der
Konzentration von Pradofloxacin in Plasma und Leukozyten ergab einen 6- bis 8-
fach hoheren Crax-Wert in den Leukozyten'®.

24 Pharmakodynamik

Die Pharmakodynamik beschreibt die Wirkung eines Arzneimittels auf den
Organismus bzw. dessen Wirkung auf Mikroorganismen im oder auf dem
Korper®*'7°.  Bei antibakteriell wirksamen Substanzen versucht die
Pharmakodynamik, im Korper (z. B. im Serum) gemessene
Arzneimittelkonzentrationen, also die Pharmakokinetik, mit mikrobiologischen oder
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klinischen Effekten zu korrelieren, um eine therapeutisch wirksame Dosierung
festzulegen53. Die antibakterielle Wirksamkeit wird blicherweise zunachst in vitro
untersucht. Dazu stehen mehrere Bewertungsparameter zur Verfiigung, welche in
den folgenden Abschnitten erlautert werden.

2.4.1 Die minimale Hemmstoffkonzentration

Ein Hauptparameter der Pharmakodynamik ist die minimale
Hemmstoffkonzentration (MHK). Sie charakterisiert die Empfindlichkeit eines
Bakterienstammes gegeniiber einem bestimmten Antibiotikum®11®178  Als
minimale Hemmstoffkonzentration (pg/ml) bezeichnet man die niedrigste
Antibiotikumkonzentration, bei der in einem Dilutionstest kein sichtbares
Wachstum von Mikroorganismen feststellbar ist. Ein solcher
Reihenverdinnungstest, der in 2-fachen Verdiinnungsschritten ausgefiihrt wird,
kann in flissigem (Makro- oder Mikrodilution) oder festem N&hrmedium
(Agardilution) mit einem Standard-Inokulum von 5 x 10° KBE/ml oder 5 x 10*
KBE/Vertiefung der Mikrotiterplatte und einer Inkubationsdauer von 16 bis 20
Stunden bei 35 °C durchgefilhrt werden®. Die MHK-Bestimmung ist eine
Endpunktbestimmung, bei der nicht das Absterbeverhalten einer
Bakterienpopulation ermittelt wird, sondern lediglich die geringste bakteriostatisch
wirksame Konzentration. Es wird ein MHK-Bereich dargestellt, da Stamme einer
Bakterienspezies bzw. Isolate eines Stammes eine unterschiedliche
Empfindlichkeit haben kénnen. Aus diesem Grund werden gewdhnlich einige
Hundert Isolate eines Stammes auf ihren MHK-Wert getestet und daraus die
MHKs5o sowie die MHKgg bestimmt. Darunter versteht man den MHK-Wert fiir 50
bzw. 90 % der Stamme einer Spezies®*°*178,

Die MHK-Werte von Pradofloxacin, Enrofloxacin und anderen Chinolonen fir
Stdmme von S. intermedius, S. aureus, und E. coli wie die Referenzen S. aureus
ATCC 6538 und E. coli ATCC 8739 wurden im Agardilutionstest ermittelt’’. Fir
Pradofloxacin ergab sich ein MHK-Wert von 0,015 — 0,03 pg/ml fur E. coli
ATCC 8739 und 0,03 — 0,06 pg/ml fir S. aureus ATCC 6538. Die minimale
Hemmstoffkonzentration von Enrofloxacin war etwa doppelt so hoch (0,03 —
0,06 pg/ml fir E. coli und 0,06 — 0,125 pg/ml fir S. aureus). Pradofloxacin erwies
sich als hochwirksam gegen 973 getestete Isolate aus den USA, vor allem gegen
grampositive Erreger sowie Mykoplasma spp. und war deutlich effektiver als
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Amoxicillin-Clavulansdure und andere getestete Chinolone’. In einer Studie mit
caninen und felinen Isolaten aus Deutschland konnte ein ahnliches Ergebnis
verzeichnet werden, wobei Pradofloxacin Amoxicillin-Clavulansaure, Cephalexin,
Clindamycin und den Chinolonen Enrofloxacin, Marbofloxacin, Difloxacin und
Orbifloxacin iiberlegen war**. Die Aktivitat von Pradofloxacin gegen anaerobe
Bakterien wurde in mehreren In-vitro-Studien belegt'®® 166168,

Neben der traditionellen MHK-Ermittlung in Nahrmedien erfolgte die Bestimmung
von MHK-Werten auch in biologischen Flissigkeiten (Plasma, Transsudat und
Exsudat). Dabei konnten optische Methoden zur Erfassung des Wachstums nicht
eingesetzt werden, da in den ohnehin triben Medien keine durch
Bakterienwachstum verursachten Unterschiede im Tribungsgrad erkennbar
wéren. Daher wurde die minimale Hemmstoffkonzentration Uber Bestimmungen
der KBE/ml ermittelt und definiert als die niedrigste Konzentration, bei der die
Bakterienzahl unterhalb des Anfangsinokulums von 5 x 10° KBE/ml blieb®>5".

242 Bakterielle Abtétungskinetiken

Eine weitere Mdglichkeit, die antibakterielle Wirksamkeit einer Substanz in vitro zu
beschreiben, ist die bakterizide Aktivitat. Dazu werden Abtétungskinetiken erstellt.
Einer Bakterienkultur in Nahrlésung wird das zu testende Antibiotikum zugefiigt
und die Reduktion der KBE/ml im Verlauf der Zeit erfasst. Es wird beobachtet,
wann die Wirkung des Antibiotikums einsetzt und wie lange der Effekt anhalt.
Diese Abtétungskurven werden mit Wachstumskontrollen (ohne Zusatz eines
Antibiotikums) verglichen. In diesen Studien ist die Wirkstoffkonzentration
konstant. Im Gegensatz dazu stehen die dynamischen In-vitro-Modelle. Dabei
kann zwischen Modellen mit konstanter und variabler Antibiotikumkonzentration
unterschieden werden. Modelle mit wechselnden Antibiotikumkonzentrationen, die
durch  Verdinnung oder Diffusion hervorgerufen werden, simulieren
pharmakokinetische Konzentrations-Zeit-Profile'®''®. Die antibakterielle Aktivitat
von Pradofloxacin gegen S. intermedius® sowie die MHK und ,Mutant Prevention
Concentrations” fir 3 Wildtyp und 15 Fluorochinolon-resistente E. coli-Stamme'®
wurden in solchen Modellen ermittelt.

Die bakterizide Aktivitdt von Pradofloxacin gegeniber S. aureus ATCC 6538,
E. coli ATCC 8739 sowie Pseudomonas aeruginosa ATCC 13882, einem
Feldstamm von Salmonella typhimurium und Pasteurella multocida wurde gepruft.
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Es zeigte sich eine verbesserte bakterizide Aktivitdt gegen S. aureus und die
getesteten gramnegativen Stamme. Zudem konnte statische Aktivitat gegen
S. aureus und E. coli bereits bei niedrigen Konzentrationen festgestellt werden®®.

Andere Studien beschreiben Abtdtungskinetiken von Fluorochinolonen in
naturlichen Koérperflissigkeiten aus dem Zieltier, wie Serum-, Transsudat- oder
Exsudatproben, die nach Applikation eines Antibiotikums gewonnen wurden. So
kann der Verlauf der Abtétung unter moglichst authentischen Bedingungen
ermittelt werden, indem die Proben in vitro mit einem Inokulum des zu testenden
Mikroorganismus versetzt und nach Inkubation die KBE/ml bestimmt
werden35151153

2.4.3 Postantibiotische und Sub-MHK-Effekte

Neben den bereits genannten antibakteriellen Wirkungen, Wachstumshemmung
und Abtotung, existieren weitere antibakterielle Effekte von Antibiotika. Nach
initialer Exposition gegentiber hohen Antibiotikakonzentrationen, kommt es in vivo
zum Absinken der Wirkstoffkonzentration, und viele Substanzen zeigen eine
fortdauernde Hemmwirkung auf die verbliebene Bakterienpopulation''. Die
bekanntesten Parameter sind der postantibiotische Effekt (PAE), der
postantibiotische Sub-MHK-Effekt (PA-SME) und der Sub-MHK-Effekt (SME).
Diese Parameter ermdglichen eine noch prazisere Beschreibung der
antibakteriellen Wirksamkeit einer Substanz®®%*'%_ Fiir diverse Antibiotikaklassen
konnte ein PAE nachgewiesen werden®, so auch fiir die Fluorochinolone??'8"1%,
Zuséatzlich wurden eine Verringerung der Expression von Virulenzfaktoren sowie
das sog. ,post-antibiotic leucocyte enhancement® (PALE) beschrieben, die in
dieser Arbeit nicht weiter behandelt werden. Darunter versteht man eine erhohte
Empfindlichkeit von Zellen in der postantibiotischen Phase gegeniber
Phagozytose. Es kommt zu einer Steigerung der Leukozytenaktivitat, die auch fiir
Fluorochinolone belegt ist™ 35181,

2.4.3.1 Postantibiotischer Effekt (PAE)

Der In-vitro-PAE ist definiert als die Zeit, in der bakterielles Wachstum unterdriickt
wird, nachdem die Mikroorganismen kurzzeitig einer relativ hohen
Antibiotikumkonzentration ausgesetzt waren. Der PAE kann folgendermafien
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berechnet werden: PAE = T - C, dabei ist T die Zeit, die bendtigt wird, bis die
KBE/ml der vorbehandelten Bakterienkultur um 1 logso angestiegen ist verglichen
mit der KBE/ml, die direkt nach Waschung/Verdiinnung ausgezahlt wurde, und C
ist die entsprechende Zeit, die dafir in einer unbehandelten Kontrolle erforderlich
ist. Es muss zwischen dem PAE in vitro und dem PAE in vivo unterschieden
werden'"®,

Der In-vivo-PAE ist die Zeit bis eine Bakterienkultur in einem Gewebe behandelter
Tiere im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle um 1 logi, gewachsen ist,
nachdem die Antibiotikumkonzentration im Serum oder am Infektionsort unter die
MHK gesunken ist. Der In-vivo-PAE umfasst somit auch die Sub-MHK-Effekte'">.
Der erste In-vivo-PAE wurde von Vogelmann und Mitarbeitern'™* in einem
Infektionsmodell mit neutropenischen Mausen ermittelt. Zudem wurde der Effekt
bei Kaninchen im ,Tissue-Cage“-Modell gezeigt'®®. Im Aligemeinen dauern die

postantibiotischen Effekte in vivo langer an als in vitro'?®.

2.4.3.2 Postantibiotische Sub-MHK-Effekte (PA-SME)

Der postantibiotische Sub-MHK-Effekt beschreibt den Effekt eines Antibiotikums
unterhalb der MHK auf das Bakterienwachstum, der nach vorheriger Exposition
einer héheren Konzentration als der MHK auftritt. Die Berechnung erfolgt analog
zur PAE-Berechnung (PA-SME = Ty, — C), dabei ist Tpa die Zeit, die Bakterien, die
zuvor einem Antibiotikum und anschlieRend einer Sub-MHK ausgesetzt waren, flir
ein Wachstum von 1 logqo benétigen und C die Zeit, die bei einer unbehandelten
Kontrollpopulation fiir das entsprechende Wachstum erforderlich ist''®. Dieses
Zeitintervall schlie3t den PAE und die zusatzliche Zeit ein, in der das Wachstum
durch Sub-MHK-Effekte unterdriickt wird'?>"3",

Die postantibiotischen Sub-MHK-Effekte haben wahrscheinlich eine gréRere
klinische Relevanz als der PAE, da in vivo immer Konzentrationen unterhalb der
MHK nach oder evtl. wahrend einer Antibiotikatherapie entstehen, weil die
Eliminierung eines Arzneistoffes im Korper nicht mit einem Mal erfolgt. Lange
postantibiotische  Sub-MHK-Effekte kdénnen damit zur Abdeckung des

Therapieintervalls beitragen'?®.



2 Literaturiibersicht 19

2.4.3.3 Sub-MHK-Effekt (SME)

Die Zugabe von Antibiotikakonzentrationen unterhalb der minimalen
Hemmstoffkonzentration fiihrt zu einer kurzzeitigen Verringerung der KBE/ml.
Diesen Effekt bezeichnet man als Sub-MHK-Effekt''®. Er tritt direkt auf, ohne dass
die Bakterienpopulation zuvor einem Antibiotikum ausgesetzt war. Odenholt und
Mitarbeiter'?® stellten die Hypothese auf, dass der SME die Verteilung der
Antibiotika-Sensibilitdt einer Bakterienpopulation widerspiegelt, in der es
empfindliche Subpopulationen gibt, die unterhalb der MHK gehemmt werden. Man
beobachtet ein Absinken der KBE/ml und interpretiert das Wiederansteigen der
KBE/ml als Wachstum von weniger empfindlichen Varianten. Der SME
reprasentiert demgemaf die bendétigte Zeit, bis die Subpopulation mit geringerer
Empfindlichkeit dominant wird. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fir den SME ist
die Interaktion der Antibiotika mit dem Immunsystem, was anhand von Studien mit
immungeschwéachten bzw. immunkompetenten Mausen/Ratten belegt wurde, da
bei immunkompetenten Tieren niedrigere Antibiotikakonzentrationen ausreichten,
um einen Effekt zu erzielen, als bei Tieren mit Neutropenie125. Zur Kalkulation des
SME kann folgende Formel verwendet werden: SME = Ts - C, dabei ist Ts die Zeit,
die fir eine Bakterienkultur, die ausschlieBlich mit Antibiotikakonzentrationen
unterhalb der MHK in Kontakt war, erforderlich ist, um im Vergleich zum
Ausgangswert direkt nach Waschung/Verdinnung der Zellen um 1 logqo
anzusteigen; und C ist die Zeit, die eine unbehandelte Kontrolle fur das
entsprechende Wachstum braucht'?’.

2.4.3.4 Postantibiotische und Sub-MHK-Effekte von Pradofloxacin in
vitro

Die postantibiotischen Effekte von Pradofloxacin bei E. coli- und S. aureus-
Referenzstdmmen sowie jeweils drei Isolaten von E. coli und S. intermedius von
Hunden mit Pyodermie wurden bei einer Standarddichte von 108 bis 10" KBE/mI
ermittelt. Der PAE betrug etwa 2 — 2,5 Stunden. Die postantibiotischen Effekte
konnten durch die Zugabe von %2 MHK zu den vorbehandelten und anschliefRend
gewaschenen Zellen deutlich verlangert werden. Der Autor schloss daraus, dass
Sub-MHK-Konzentrationen und die daraus resultierenden postantibiotischen
Effekte zur Abdeckung des Therapieintervalls und zum Erreichen des
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Behandlungserfolgs ~ beitragen'”.  In  weiteren  Studien wurden  die
postantibiotischen Sub-MHK-Effekte von Pradofloxacin bei den Referenzkeimen
E. coli ATCC 8739 und S. aureus ATCC 6538 in Bakterienpopulationen mit sehr
hoher Dichte (10° bis 10" KBE/ml) evaluiert. Es ergaben sich postantibiotische
Sub-MHK-Effekte von 5 - 11 Stunden bei %2 MHK. Bei S. aureus zeigte sich nach
2-stiindiger Exposition mit der 2-fachen MPC von 1,1 ug/ml Pradofloxacin nach
Waschung und Verdliinnung der Zellpopulationen ein PAE von 2 £ 0,5 h. Abhangig
von der Verdiinnungsstufe (10°- oder 10°fach) konnte ein PA-SME von etwa 10 -
11 Stunden bei Zugabe von %2 MHK zur gewaschenen, vorbehandelten
Zellpopulation beobachtet werden. Unbehandelte Kontrollen, die verdinnt in
Nahrmedium mit %2 MHK gegeben wurden, wiesen einen SME von mindestens 5
Stunden auf'®,

244 Die ,Mutant Prevention Concentration“ (MPC)

Die ~,Mutant Prevention Concentration” (MPC) bezeichnet eine
Antibiotikumkonzentration, bei der das Wachstum einer groen Population (> 10°
KBE/ml) gehemmt wird. Durch das hohe Inokulum steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass in der Population resistente Subpopulationen vorliegen und dass diese
Mutanten bei Konzentrationen, die zwischen der MHK und der MPC liegen,
selektiert werden. Den Bereich zwischen MHK und MPC bezeichnet man als
,Mutant Selection Window" (MSW)*"48:113:204

Die Existenz des ,Mutant Selection Window* in vivo wurde in einer Studie mit
Levofloxacin und S. aureus in einem ,Tissue-Cage“-Modell beim Kaninchen
bestatigt. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die in vitro erhobenen
Grenzwerte gut zu den in vivo festgestellten passen und dass Konzentrationen
oberhalb des MSW die Unterdriickung resistenter Subpopulationen erwarten
lassen®.

MPC-Kurven liefern eine Analyse der grof3en Population hinsichtlich der Verteilung
der Antibiotika-Empfindlichkeit. Wiirde die Antibiotikumkonzentration wahrend der
Therapie Uber der MPC gehalten, koénnte eine Vermehrung von Mutanten
abgewendet werden®% 130205,

Die MPCs von Pradofloxacin und anderen veterindrmedizinischen
Fluorochinolonen beziiglich E. coli- und S. aureus-Stdmmen sowie einem
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S. intermedius-Stamm wurden ermittelt. Fir die Kontrollstamme E. coli ATCC
8739 und S. aureus ATCC 6538 ergab sich fiir Pradofloxacin eine MPC von 0,2 —
0,25 pg/ml (E. coli) bzw. 0,5 - 0,6 pg/ml (S. aureus). Insgesamt zeigte
Pradofloxacin die niedrigsten MPC-Werte und daher ein héheres Potenzial zur
Verhinderung der Selektion resistenter Mutanten als die anderen getesteten
Fluorochinolone'®'%. In einer anderen Studie wurde die MPC von Pradofloxacin
fiir den anaeroben Keim Porphyromonas gingivalis bestimmt'®.

2.5 PK/PD-Modell

Eine antibakterielle Therapie sollte im Idealfall nicht nur zur klinischen sondern
auch zur bakteriologischen Heilung flihren. Werden nicht alle pathogenen
Organismen ausgeléscht, kann es wahrend oder am Ende einer Therapie zur
Vermehrung weniger empfindlicher Subpopulationen, mit héherem MHK-Wert und
potenzieller Resistenz, kommen. Daher wird mithilfe des PK/PD-Modells, welches
die in vivo ermittelten Parameter der Pharmakokinetik mit dem in vitro bestimmten
MHK-Wert verbindet, versucht, geeignete Dosierungen festzulegen. Drei Indizes
werden genutzt: das AUC/MHK-Verhaltnis, das Cmax/MHK-Verhaltnis und die Zeit,
in der die Plasmakonzentration die MHK Uberschreitet'’. Im Folgenden werden
ausschlief3lich die fir Chinolone relevanten Indizes behandelt.

2.51 Verhaltnis von Cpa/MHK und AUC,4/MHK

Ublicherweise werden bei konzentrationsabhangigen Antibiotika wie Chinolonen
entweder die ermittelte maximale Konzentration oder die Gesamtexposition des
Antibiotikums innerhalb eines Dosierungsintervalls von 24 Stunden durch die
minimale Hemmstoffkonzentration des zu bekampfenden Erregers geteilt. Fur
Fluorochinolone wird im Allgemeinen ein Verhaltnis von Cmax/MHK von > 10 oder
ein Verhaltnis von AUCx./MHK > 125 als optimal fur die Wirksamkeit gegen
gramnegative Pathogene angesehen. Dosierungsplane, die kein groReres
AUC24/MHK-Verhaltnis von 100 bzw. Cmna/MHK-Verhéltnis von > 8 aufweisen
kénnen, werden als Risikofaktor fir die Entstehung von Resistenzen
gramnegativer Erreger betrachtet®%1%"8' Dapei ist jedoch zu beriicksichtigen,
dass die oben genannten Daten aus Tierversuchen mit neutropenischen Mausen
oder humanmedizinischen Studien mit kranken, immunschwachen Patienten
stammen und dass &hnliche Beziehungen bei erkrankten, immunkompetenten
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Haustieren zwar bestehen, die Verhaltnisse (AUC24/MHK, Crax/MHK) aber
wahrscheinlich unterschiedlich sind, weil Antibiotika und Immunsystem die Erreger
gemeinsam bekampfen'®. Andere Autoren gaben an, dass ein AUCa/MHK-
Verhéltnis von 40 zur Eliminierung von grampositiven Bakterien bei
immunkompetenten Patienten ausreichend sei®*?'. In sog. Ex-vivo-Studien bei
Wiederkduern wurden AUC,4/MHK-Daten von Danofloxacin ermittelt, die unter
dem herkdmmlichen Wert von 125 lagen, mit denen aber dennoch eine bakterizide
Wirkung gezeigt werden konnte®. Studien mit dem Fluorochinolon Ibafloxacin bei
Katzen zeigten in Abtétungskinetiken in vitro, dass bakterielle Eliminierung mit
AUC24/MHK- und Cpa/MHK-Verhaltnissen unter den herkdmmlichen Zielwerten
stattfand®.

In einer Studie mit einem dynamischen In-vitro-Modell, mit dem die ungebundene
Wirkstoffkonzentration nach einer einmaligen oralen Applikation von 3 mg PRA/kg
KG simuliert wurde, lag das AUC,4/MHK-Verhéltnis von Pradofloxacin uber 125
und das Cpnax/MHK-Verhaltnis lber 10. Getestet wurden drei Stdmme von
S. intermedius %8,

252 Verhéltnis von AUC,,/MPC

Da auf der MHK basierende PK/PD-Grenzwerte weniger geeignet sind, die
selektive Verstarkung resistenter Subpopulationen zu unterdriicken, wurde
versucht, PK/PD-Indizes zu erstellen, die direkt die Empfindlichkeit resistenter
Subpopulationen beriicksichtigen wie z.B. das Verhaltnis von AUC24/MPC?®. Die
In-vitro-Pharmakokinetik von Ciprofloxacin im Verhaltnis zur MPC von E. coli
wurde geprift und es zeigte sich, dass ein bestimmtes AUC24/MPC-Verhaltnis (=
22) die Neigung zur Selektion resistenter Populationen beeinflussen kann™°. In
einer Studie mit funf Fluorochinolonen und S. aureus war das AUC2/MPC-
Verhéltnis ebenfalls der einzige Parameter, der mit der Pravention von
Resistenzentwicklung korrelierte®.

Fir Pradofloxacin wurde in einem dynamischen In-vitro-Modell ein AUC/MPC-

Verhaltnis von 73 — 92 ermittelt, um die Selektion resistenter Mutanten bei drei

Wildtyp-Stammen von E. coli zu verhindern'®.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

Bei der Durchfihrung des experimentellen Teils kamen die in Tabelle 1
aufgefiihrten Gerate, Materialien und Praparate zur Anwendung.

Tabelle 1. Verwendete Materialien und Gerate

Geréte / Materialien / Praparate Hersteller / Firma

ADVIA®120 Hamatologiesystem Siemens Medical Solutions Diagnostics GmbH,

Eschborn, Deutschland

Anatomische Pinzette, Standard Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
Aqua dest. (Hausanlage) GFL mbH, Burgwedel, Deutschland
Arterienklemme, Halstead-Mosquito Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Blutentnahmesystem: Monovette® Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Blutentnahmesystem: Vacuette® Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland
Buster Halskragen Kruuse, Langeskov, Ddnemark

Buster OP-Cover (60 x 90 cm) Kruuse, Langeskov, Ddnemark

Carprofen (Rimadyl®) Injektionslésung, Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Tabletten

CASO (Caseinpepton-Sojamehlpepton) Merck, Darmstadt, Deutschland

-Agar/-Bouillon
Cephalexin (Rilexine®) Tabletten Virbac GmbH, Bad Oldesloe, Deutschland

Chirurgische Pinzette, Standard Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
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Columbia Agar mit 5 % Schafblut
Dampf-Autoklav Typ 17
Diazepam 10 Injektionslésung
dog&cat body (GroRe S, M)
Einmal OP-Haube

Einmalkittel

Einmal-Skalpelle Figur 22
Einwegkaniile, 21 G, 0.8 x 40 mm
Elektronische Stoppuhren

Emla®

Endotrachealtuben (6,0 — 8,0 mm)
Enrofloxacin-Stammlésung
Erlenmeyerkolben

Facemask, Einmal-Gesichtsmaske

Falcon Tubes

Fasszange nach Allis
Feindosierungsspritzen (1, 2, 5 ml)
Foldback-Klemmer, 32 mm
FormaldehydIésung 35 %
Giemsa-Stammldsung

Handschuhe, Vasco OP Sensitive

BD, Diagnostic Systems, Sparks, MD USA
MELAG oHG Medizintechnik, Berlin, Deutschland
Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland
VetMedCare, Héchst, Osterreich

Heiland Vet GmbH, Hamburg, Deutschland
Heiland Vet GmbH, Hamburg, Deutschland
Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
Luer Lock, Terumo, Leuven, Belgien,

Lange, Deutschland

AstraZeneca GmbH; Wedel, Deutschland

Willy Riisch GmbH, Kernen i.R.; Deutschland
Bayer HealthCare AG, Leverkusen, Deutschland
DURAN Group GmbH, Mainz, Deutschland

IREMA Ireland, Kilmallock Co. Limerick, Republic

of Ireland

Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland
Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Jakob Maul GmbH, Bad Kénig, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
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Hebel-Revolver Lochzange

Heiland Infusionsgerat DIN 58362

Heizplatte

Henry Schein® Sterilisationsbeutel (9x23 cm)

Hibiscrub® (Chlorhexidingluconat 4 %)

IDEXX VetTest® Trockenchemie

Analysegerat

Immersionsol

Inhalationsnarkosegerat (Dréager Titus)
Inkubationsschrank, Function Line, Typ B 12

Isofluran CP®

Isotone Natriumchloridlésung 0,9 %
Kaniilen 20 G x 3/4
Ketaminhydrochlorid

Kodan®-Spray

Lambda-Carrageenan

Lichtmikroskop, Nikon Labophot Type 104
May-Griinwald-Lésung

Medetomidin (Domitor®)

VBW Werkzeugfabrik GmbH, Remscheid,

Deutschland
Heiland Vet GmbH, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH&CoKG, Schwabach,

Deutschland
Heiland Vet GmbH, Hamburg, Deutschland

SSL Healthcare Nederland N.V. Leerdam,

Nederland

IDEXX GmbH, Ludwigsburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Dréager Medical GmbH, Liibeck, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

CP-Pharma Handelsges. mbH, Burgdorf,

Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Access Technologies, Skokie, lllinois, USA

Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland
Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Mehrfachentnahme—-Kaniile
Microbank™ Kryo-Probengefalie
Monitor Mindray MEC 1000 Vet
Monosyn 5.0

Mullbinden

Mullkompressen (5x5 cm)

Nadelhalter nach Mathieu

Objekttrager

Petrischalen
Pipetten, Pipettenspitzen

Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension

Pradofloxacin-Stamml&sung
Praparierscheren Metzenbaum

Probengefalle, Eppendorf Reaktionsgefalle
(Polypropylen; 1,5 und 2,0 ml)

Redon-Drain (2,5 mm)

Rolta® Wattebinden

Schere, stumpf-stumpf
Schermaschine Aesculap Typ 104

Schermaschine, Moser Arco

Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland

Pro-Lab Inc., Ontario, Canada

Mindray, Shenzhen, China

Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Wilh. Weisweiler GmbH & Co.KG, Miinster,

Deutschland

Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Menzel GmbH + Co KG, Braunschweig,

Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bayer Animal Health GmbH, Leverkusen,

Deutschland

Bayer HealthCare AG, Leverkusen, Deutschland

Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Ehaso, Solingen, Deutschland
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Schittelwasserbad GFL 1086

Silikonkleber NuSil MED 1137

Spectrophotometer Spectronic 301

ssniff®, Alleinfutter fir Hunde

Sterilbank Clean Air BS 5726

Technoklav 50

Tuchklemme, Backhaus

TYGON® Silikonschlauch (12,7 mm)
Vasofix Brauniile (20 Gauge) und Mandrin
Vicryl 3.0

Vortexer, Reax 2000

Waage, Mettler AE 200
Wasserbad Typ 1003
Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge 5810 R

GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Polytec-PT GmbH, Waldbronn, Deutschland

Milton Roy Co, Analytical Products Div., Rochester,
NY, USA

ssniff-Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland

Fa. Thermo Quest, Engelsbach, Deutschland

Integra Biosciences GmbH, Tecnomara, Fernwald,

Deutschland

Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Saint-Gobain Verneret, Charny, Frankreich

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Johnson & Johnson, St.-Stevens-Woluwe, Belgien

Heidolph Instruments GmbH&CoKG, Schwabach,

Deutschland

Mettler-Toledo GmbH, Giefen, Deutschland

GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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3.2 Versuchstiere, Haltung und Futterung

In den Studien wurden 6 adulte weibliche Beagle aus der Kolonie der Bayer
Animal Health GmbH, Monheim, Deutschland, zu Versuchszwecken geziichtet bei
Bombholt, Castrop-Rauxel, Deutschland oder Marshall BioResources, North Rose,
NY, USA eingesetzt. Die Hunde waren durch eintdtowierte Nummern an der
Ohrinnenseite individuell und unveranderlich gekennzeichnet. Zum Zeitpunkt der
,Tissue-Cage” (TC)-Implantation waren die Tiere zwischen 15 und 26 Monate alt.
Das Korpergewicht betrug zwischen 9,3 kg und 15,4 kg (Median 10,8). Alle Hunde
waren regelmafRig geimpft und entwurmt. Vor der TC-Implantation wurden die
Hunde einer klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen.

Die Haltung der Hunde erfolgte in Einzelboxen. Jede Box war mit Tenderfoot —
Boden, Tranke und Futtertrog ausgestattet. Die Lichtverhaltnisse waren einem 12-
Stundenrhythmus angepasst. Die Temperatur wurde mittels einer Klimaanlage
kontrolliert und lag stetig zwischen 18 °C und 23 °C. Die Tiere hatten Auslauf im
Aullengehege und erhielten einmal taglich bedarfsgerecht entsprechend den
Herstellerangaben handelsibliches Trockenfutter fir Hunde. Trinkwasser stand ad
libitum zur Verfligung.

3.3 Anfertigung und Implantation der ,Tissue-Cages*

Die ,Tissue-Cages” (TCs) wurden unter einer Sterilbank aus jeweils 8,5 cm langen
Silikonschlauchstiicken (1,27 cm Innendurchmesser) von Hand angefertigt. Mit
Hilfe einer Lochzange und einer Schablone wurden beide Enden mit jeweils 12
Léchern von 4 mm Durchmesser versehen und mit speziellem Silikonkleber
verschlossen. Bis zur volligen Aushartung des Klebers nach 24 Stunden wurden
die Enden von Foldback-Klemmen zusammengehalten. Ein TC hatte eine
Oberflaiche von etwa 44 cm? und ein Volumen von etwa 11 cm® Die
Austauschflache eines TC, Uber welche das TCF mit der Umgebung in
Verbindung stand, entsprach ca. 7 % der Gesamtoberflache.
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Abbildung 2. ,Tissue-Cage*

Die Implantation der zuvor autoklavierten TCs (Melag Dampf-Autoklav, 1 bar,
50 min) erfolgte unter Allgemeinanasthesie mit Medetomidin (0,04 mg/kg KG),
Diazepam (0,5 mg/kg KG), Ketamin (2,5 mg/kg KG) als Préamedikation und
Inhalationsnarkose (Isofluran nach Wirkung, 1,5 - 2,5 % der Atemluft). Wahrend
der Operation wurden EKG, Herzfrequenz, Atmung und Sauerstoffsattigung
mittels eines Uberwachungsmonitors kontrolliert. Jedem Hund wurden auf der
linken Korperseite ein TC am Brustkorb und ein TC an der Flanke eingesetzt. Auf
der rechten Korperseite wurde nur ein TC am Brustkorb implantiert. Vor der
Implantation erfolgte eine groRflachige Rasur im Bereich der seitlichen Brustwand.
Zur anschlieBenden Desinfektion dienten Hibiscrub® und Kodan®-Spray. Die Haut
wurde auf einer Lange von ca. 1 — 3 cm eingeschnitten und es folgte die stumpfe
Praparation einer subkutanen Tasche, in die der TC hineingeschoben werden
konnte. Der TC wurde mit resorbierbarem Nahtmaterial (Monosyn) mit einer
einzelnen Naht an der darunterliegenden Muskulatur fixiert. Anschlieend erfolgte
der Wundverschluss mit Unterhaut- und Hautnaht (Vicryl). Die Hunde mussten
zum Schutz der Implantationsstellen 14 Tage lang einen Halskragen und
zusatzlich einen ,Body“ tragen. Am Tag der Implantation begann eine 10-tagige
Infektionsprophylaxe mit Cephalexin (Rilexine®, Dosierung 2 x taglich 25 mg/kg
KG). Zur Schmerzprophylaxe erhielten die Tiere 3 bis 4 Tage lang Carprofen
(Rimadyl®, Dosierung 1 x taglich 4 mg/kg KG). AnschlieRend war eine
Einheilungszeit von etwa 8 Wochen erforderlich. Der Einheilungsverlauf wurde
anfangs durch tagliche, spater durch zweimal wdchentliche Adspektion und
Palpation Giberwacht.
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Abbildung 3. Implantation eines ,Tissue-Cages*

3.3.1 Probenentnahme aus den ,Tissue-Cages*

Die Entnahmestellen wurden vor der ersten Probenentnahme geschoren. 30
Minuten vor der Probennahme diente die Auftragung einer 5%igen Lidocaincreme
(Emla®) zur Lokalanasthesie der Haut lber den TCs. Eine Desinfektion der Haut
mit Hibiscrub® und Kodan®-Spray erfolgte kurz vor der Punktion. Die
Probenentnahme erfolgte immer mit sterilen Handschuhen. Der TC wurde mit
einer Hand fixiert und eine Kaniile (20 G x 3/4) mit einem kurzen, kraftigen
Schwung durch Haut und TC-Wand gestochen. AnschlieRend wurde eine
Einmalspritze aufgesetzt und aspiriert. Etwa 0,5 bis 0,8 ml Flussigkeit pro
Entnahme waren im Rahmen einer Kinetikstudie —mit mehreren
Entnahmezeitpunkten pro Tag zu gewinnen. Bei gréReren Zeitabstanden
zwischen den Probenentnahmen (z. B. mehrere Tage) konnten bis zu 5 ml
Flissigkeit aus einem TC entnommen werden. Aliquots zur Zellzahlbestimmung
(Ausstrich und ggf. ADVIA® 120) wurden entnommen. AnschlieRend wurden die
Proben 5 min bei 4 °C mit 5000 x g zentrifugiert. Bis zur Weitergabe der Proben
an das analysierende Labor (Dr. R. Krebber, Bayer CropScience AG — D-ROCS,
Monheim, Deutschland) verblieben diese tiefgekihlt bei mindestens —18 °C in der
Prifeinrichtung.
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Abbildung 4. Probenentnahme aus einem ,Tissue-Cage*“

3.3.2 Gewinnung von Exsudat aus einem ,Tissue-Cage*

Mit Hilfe von Lambda Carrageenan, einem aus Rotalgen gewonnenen
Polysaccharid, wurde eine Inflammation erzeugt.

3.3.2.1 Herstellung einer Carrageenan-Lésung

Zur Herstellung einer 1%igen Carrageenan-Lésung mussten 0,5 g Carrageenan
und 50 ml 0,9%ige Natriumchlorididsung in einem Erlenmeyerkolben mit einem
Magnetriihrer auf einer Heizplatte bis zum Auflosen des Carrageenans erhitzt
werden. Die fertige Carrageenan-Losung wurde anschlieBend gleichmaRig auf 6
Gefale verteilt, verschlossen und bei 121 °C fir 15 min autoklaviert (Technoklav
50). Die L6ésung wurde bis zum Gebrauch vor Licht geschiitzt aufbewahrt.

3.3.2.2 Induktion einer sterilen Entziindung im , Tissue-Cage*

Die Carrageenan-Lésung wurde im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. 30 Minuten vor
Injektion in den TC wurde wie bei den Probenentnahmen eine lokalanasthetische
Creme (Emla®) auf die Haut tber den entsprechenden TCs aufgetragen. 0,5 ml
TCF wurden aus den TCs entnommen und anschlieBend 0,5 ml Carrageenan-
Lésung unter sterilen Bedingungen in den TC injiziert. Die Carrageenan-Injektion
erfolgte in der jeweiligen Studie zum Zeitpunkt der ersten Applikation von
Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension.
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3.3.2.3 Bestimmung der Zellzahl im ,Tissue-Cage-Fluid*

Zur Ermittlung der Zellzahl und Zelldifferenzierung im TCF wurden vor und nach
jeder Studie Ausstriche definierter Menge (10 bzw. 20 pl) angelegt, nach
Pappenheim (3 min May-Grinwald-Lésung; 2 min May-Griinwald-Lésung/aqua
dest. 1:1; 18 min Giemsa-Gebrauchslésung (10 Tropfen Giemsa-Konzentrat in
10 ml aqua dest.)) gefarbt und mikroskopisch ausgewertet. Nach Mdglichkeit
erfolgte die Auszahlung von 200 Zellen. In den beiden Studien mit Verwendung
des Entzindungsmediators Carrageenan mussten zusatzlich von jeder
entnommenen TCF-Probe Ausstriche angefertigt werden, um das Vorliegen einer
Entziindung im TC nachzuweisen. Sofern ausreichend Probenvolumen vorhanden
war, diente der ADVIA® 120 zur Bestimmung der absoluten Zellzahl. Das Gerat ist
nicht fur TCF validiert. Um nach der Zelldifferenzierung die absolute Zellzahl der
Leukozytenuntergruppen zu ermitteln, konnte der errechnete Prozentwert der
Zellauszahlung mit der absoluten Zellzahl multipliziert werden.

3.3.2.4 Proteingehalt von ,Tissue-Cage-Fluid*

Zur Charakterisierung des TCFs und Differenzierung zwischen Trans- und
Exsudat, wurden 8 h nach Carrageenan-Injektion entnommene TCF-Proben aus
der 3. Pharmakokinetikstudie, auf ihren Proteingehalt untersucht. Bis zur Analyse
wurden die Proben etwa 9 Monate bei -18 °C gelagert. Die Proteinbestimmung
erfolgte exemplarisch an 3 Trans- und 3 Exsudatproben (Hund ID 0831, ID 0868
und ID 0847) mit dem Bio-Rad Protein Assay. Der Test beruht auf dem Prinzip der
Proteinbestimmung nach Bradford®, bei dem verschiedene
Proteinkonzentrationen durch Bindung eines Farbstoffs (Coomassie-Brilliantblau
G-250) an Protein proportionale Farbénderungen hervorrufen. Der eingesetzte
Farbstoff hat in seiner an Protein gebundenen Form ein Absorptionsmaximum bei
595 nm. Als Standard kam bovines Serumalbumin zur Anwendung. Zur Erstellung
einer Eichgeraden diente eine Extinktionsbestimmung mit Serumalbumin-
Standards von 0,2 bis 1,4 mg Protein/ml. Die zu testenden TCF-Proben wurden
1:10 mit Aqua dest. verdiinnt. Von diesen Proben wurde jeweils ein Volumen von
10, 20 und 40 pl gegen Aqua dest. geprift (Spectrophotometer Spectronic 301)
und der Proteingehalt der Probe konnte hochgerechnet werden. Fir die Trans-
und Exsudatproben wurden abschlieRend Mittelwerte (+ SD) gebildet.
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3.3.3 Entfernung der ,Tissue-Cages”

Nach Abschluss aller Studien erfolgte die Entfernung der TCs. Dazu mussten die
Tiere wie zur Implantation narkotisiert und vorbereitet werden. Uber dem TC
wurde ein ca. 2 - 3 cm langer Schnitt gesetzt und der von einer Gewebekapsel
umgebene TC konnte frei prapariert werden. Anschlieend wurde eine Drainage in
die subkutane Wundhéhle gelegt, um eine mdgliche Serombildung zu reduzieren.
Nach 2 Tagen konnte diese entfernt werden. Infektions- und Schmerzprophylaxe
erfolgten wie bei der Implantation. Die Wunden wurden mittels Halskragen,
Verband und ,Body“ vor Verunreinigung und Manipulation durch das Tier
geschiitzt.

3.3.3.1 Histopathologische Untersuchung der ,Tissue-Cages*

Nach der Exstirpation wurden die TCs in einer 10%igen Formalinlésung fixiert und
zur histopathologischen Untersuchung an Dr. M. Rinke (Bayer Schering Pharma
AG, GDD-GED-GTOX Pathology and Clinical Pathology, Elberfeld, Deutschland)
gesandt. Dort wurden nach der makroskopischen Beurteilung von jedem TC 5
Proben angefertigt, wobei die Schnittfihrung quer durch die Region der
Perforation, durch die Mitte des Schlauchstiicks, durch die Verklebungsstelle an
den Enden und durch das im Innern befindliche fadenéhnliche Gewebe gesetzt
wurde. Das Silikonmaterial musste beim Zuschneiden entfernt werden und es
erfolgte eine Einbettung der Proben in Paraffin. Schnitte von etwa 5 Mikrometern
Dicke wurden hergestellt, mit Hamalaun und Eosin (H&E) gefarbt und
mikroskopisch beurteilt. Tabelle 2 zeigt die Einteilung der pathologischen
Veranderungen.

Tabelle 2. Einstufung der pathologischen Veréanderungen

Ausmal der pathologischen Veranderung

minimal nur gering, schwer zu finden, herdférmig

geringgradig in mehreren Gesichtsfeldern erkennbar, ohne grof3e Starke
mittelgradig 30 bis 50 % einer Gewebeprobe betroffen

hochgradig bis zu 75 % einer Gewebeprobe betroffen

massiv nahezu gesamte Gewebeprobe betroffen
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34 Pharmakokinetik

3.4.1 Prufgegenstand

Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension der Charge KPO3R5N, verwendbar bis
20.0kt.2008, kam in allen pharmakokinetischen Studien zur Anwendung. Die
Stabilitdt der Formulierung und deren Wirkstoffgehalt wurden analytisch
(BHC-AH-RD Analytics, Leverkusen, Deutschland) bestétigt.

3.4.2  Applikation des Priifgegenstandes

Die Tiere wurden in allen Studien in zwei Gruppen mit unterschiedlichen
Applikationstagen aufgeteilt. Fir die Dosisberechnung mussten die Tiere bei der
jeweiligen Einschlussuntersuchung gewogen werden. In Abhéngigkeit vom
Koérpergewicht erhielten die Hunde Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension in einer
Dosierung von 3 mg/kg KG oral im niichternen Zustand. Die Dosis wurde auf 10 pl
genau berechnet. Die Suspension wurde mit einer Einwegspritze auf den
Zungengrund appliziert und jeder unbeabsichtigte Verlust von Prifsubstanz
wahrend der Applikation dokumentiert. Ungeféahr 30 Minuten nach der Applikation
erfolgte eine Kontrolle der Hundeboxen auf erbrochene Prifsubstanz, um eine
erfolgreiche Applikation zu verifizieren.

3.4.3 Studien zur Pharmakokinetik in Serum und ,Tissue-Cage-
Fluid®

Insgesamt wurden drei Studien zur Pharmakokinetik von Pradofloxacin 2,5 % Oral
Suspension zwischen Januar und Juni 2008 im Animal Center, der GLP-
Prifeinrichtung der Bayer Animal Health GmbH, Monheim, Deutschland,
durchgefihrt. Die Studien waren im Rahmen des Versuchsvorhabens Nr. 250/a22,
Methode MO033 bei der zustédndigen Behdrde angezeigt. Die Bestimmungen des
geltenden Tierschutzgesetzes wurden eingehalten.

Am Anfang und am Ende jeder Studie erfolgte eine klinische Untersuchung der
Hunde. Einschlusskriterien fur die Studien waren eine Allgemeinuntersuchung
ohne aufféllige Befunde sowie eine geringe Anzahl von Entziindungszellen im
TCF.
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Tabelle 3. Zusammenfassung des Studiendesigns

Studie 1 Studie 2 Studie 3
Applikation Mehrfachapplikation Mehrfachapplikation Einmalapplikation
(5 Tage) (5 Tage)
Probenentnahme Serum Serum Serum
Transsudat (TCA)" Transsudat Transsudat
Transsudat (TCB)" Exsudat Exsudat
Zeitpunkte der 0;05%12;1,5% 2;4;  0;1%,2;5:8;11;24;  0;1%;2;5; 8; 11; 24;
Probenentnahmen 6;8; 10; 12;24; 96;  96; 97%; 98; 101; 104; 30; 36; 48; 72
(h) Serumund TCF  96,5%; 97; 97,5%; 98; 107; 120; 126; 132;
100; 102; 104; 106; 144; 168
108; 120; 126; 132;
144; 168; 192

" TCA = linke Korperseite, TCB = rechte Korperseite; 2 nur Serum

In der 1. und 2. Studie (Mehrfachapplikation) wurden nach der 1. Applikation (0 h)
und nach der 5. Applikation (96 h) Proben zur Bestimmung der Pharmakokinetik
entnommen.

3.4.4 Probenentnahmen und Probenaufbereitung

3.4.4.1 Untersuchungen des ,Tissue-Cage-Fluids*

Die TCF-Proben wurden wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben entnommen und
aufbereitet. Weiterhin erfolgte zu Beginn und am Ende jeder Studie eine
bakteriologische Untersuchung des TCFs eines jeden TCs. Dazu mussten jeweils
100 pl TCF auf Blutagar-Platten (Columbia-Agar mit 5 % Schafblut) ausgestrichen
und 24 h bei 37 °C inkubiert werden.

3.4.4.2 Blutuntersuchungen

Die Blutentnahmen erfolgten steril durch Punktion der Vv. jugulares mit einem
geeigneten Blutentnahmesystem (Monovette® 4,5 ml oder Vacuette® 4 ml) und
Einwegkandtilen. Die Entnahmestellen wurden vor der ersten Blutentnahme und bei
Bedarf auch im Verlauf der Studien geschoren.
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34421 Pharmakokinetik

Zur Serumgewinnung mussten etwa 4 ml Vollblut 10 min bei 4 °C mit 3220 x g
zentrifugiert und der Uberstand aus den Serum-Réhrchen in ProbengefafRe
abpipettiert werden. Eine Serumprobe sollte ca. 2 ml umfassen. Bis zur
Weitergabe der Serumproben an das analysierende Labor  zur
Konzentrationsbestimmung von Pradofloxacin (Dr. R. Krebber, Bayer CropScience
AG-D-ROCS, 40789 Monheim, Deutschland) verblieben diese tiefgekihlt bei
mindestens —18 °C in der Priifeinrichtung.

34422 Hamatologie und klinisch-chemische Blutuntersuchung

Eine hamatologische Untersuchung von KsEDTA-Blutproben (1 ml) erfolgte ohne
weitere Aufbereitung zeitnah zur Entnahme zu Beginn und zum Abschluss jeder
Studie mit dem Hamatologiesystem ADVIA® 120. Zusatzlich wurde in Studie 2 und
3 im gesamten Studienverlauf zu jedem Probenentnahmezeitpunkt eine
hématologische Untersuchung durchgefiihrt. Ein automatisiertes
Differentialblutbild konnte erstellt werden, welches die folgenden Parameter
umfasste: Gesamtleukozytenzahl (WBC), Lymphozyten (Lymph), Monozyten
(Mono), neutrophile Granulozyten (Neutr), eosinophile Granulozyten (Eos),
Erythrozytenzahl (RBC), Hamatokrit (HCT), Hamoglobingehalt (HGB), mittlerer
Hamoglobingehalt der Einzelerythrozyten (MCH), mittleres Erythrozytenvolumen
(MCV), mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten (MCHC) und
Thrombozytenzahl (PLT).

Weiterhin erfolgte zu Beginn und am Ende jeder Studie die Untersuchung
folgender klinisch-chemischer Parameter mit Hilfe eines Trockenchemie
Analysegerates (IDEXX VetTest®):

Albumin (Alb), Alkalische Phosphatase (AP), Alanin-Amino-Transferase (ALT),
Harnstoff (Urea), Kreatinkinase (CK), Kreatinin (Crea), Gammaglutamyltransferase
(GGT), Globulin (Glob), Glukose (Glu), Laktatdehydrogenase (LDH), Ammoniak
(NH3), Gesamtbilirubin (Tbil) und Gesamtprotein (TP). Die Proben wurden in
Lithium-Heparin-Réhrchen entnommen und vor der Analyse bei 4 °C mit 3220 x g
10 min zentrifugiert.
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3.4.4.3 Analytik

Die Analyse der Serum- und TCF-Proben auf ihre Konzentration an Pradofloxacin
erfolgte im Labor Dr. R. Krebber, Bayer CropScience AG, Residues, Operator and
Consumer Safety, Monheim, Deutschland, mittels Flissigchromatographie-
Tandem-Massenspektrometrie  (TFC/MS/MS) entsprechend der Methode
00620/E001%¢%".

3.4.4.4 Pharmakokinetische Berechnungen

Fir alle pharmakokinetischen Berechnungen stand die Standardsoftware
WinNonlin® (Version 5.2, Pharsight Corp., USA) zur Verfiigung.

Sowohl fir Serum als auch fir TCF kam ein kompartimentfreies Modell zur
Anwendung.

Die pharmakokinetischen Parameter Cmax, Tmax, tw, AUC, CI/F, V,/F und MRT
konnten ermittelt werden. Nach Mehrfachapplikationen erfolgte zusatzlich die
Bestimmung des Akkumulationsindexes (Al). Cyax und Tmax konnten mithilfe der
Konzentrations-Zeit-Daten direkt bestimmt werden. ti, wurde aus der terminalen
Dispositionskonstanten A, mit der Gleichung ty, = In(2)/A, berechnet. A, wurde durch
log-lineare Regression ermittelt. Die Kalkulation der AUC erfolgte gemaf der log-
linearen Trapezregel. Die PRA-Konzentration wurde mit Bezug auf Sl-Einheiten in

ug/l angegeben'®.

Zur Erstellung der Graphiken diente das Programm SigmaPIot® (Version 10.0 und
11.0, Systat Software Inc., San Jose CA, USA).

3.4.5  Statistik

Die statistische Auswertung der pharmakokinetischen Ergebnisse erfolgte durch
die Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gielen. Abgesehen vom Student-
Newman-Keuls-Test, welcher mit einem Eigenprogramm der AG Biomathematik
und Datenverarbeitung der Justus-Liebig-Universitat Gieflen (Gielden,
Deutschland) durchgefiihrt wurde, kam die BMDP Statistical Software (Version
8.1, Statistical Solutions Ltd., Cork, Irland) zur Anwendung.
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Fir jede Studie wurden zuné&chst die Einzelparameter aller 6 Hunde jeweils zu
einem arithmetischen Mittelwert zusammengefasst und zu diesem der
Standardfehler sowie der Variationskoeffizient errechnet. Da die Variable ty, in
allen Studien eine rechtsschiefe Verteilung aufwies, wurde sie logarithmisch
transformiert.

Die Analyse der pharmakokinetischen Parameter der ersten und zweiten Studie
erfolgte jeweils mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte
Messungen mit den Faktoren ,Applikationsnummer’ und ,Medium’ sowie dem
Wechselwirkungseffekt ,Applikationsnummer x Medium’. Der Akkumulationsindex
wurde mit einer einfaktoriellen ANOVA mit dem Faktor ,Medium’ ausgewertet.
AnschlieBend erfolgten fiir die tbrigen pharmakokinetischen Parameter paarweise
Vergleiche mittels zweifaktorieller Varianzanalysen mit Messwiederholung bzgl.
den Faktoren ,Applikationsnummer’ und ,Medium’, um auf Unterschiede zwischen
den Medien (Serum, Transsudat, Exsudat) zu testen.

Bei der Auswertung der pharmakokinetischen Parameter der dritten Studie kam
eine einfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung bzgl. des Faktors ,Medium’ zur
Anwendung. Weiterflhrend diente der Student-Newman-Keuls-Tests zum
paarweisen Vergleich der Medien.

Fir alle Berechnungen wurde eine Signifikanzgrenze von p < 0,05 bertcksichtigt.
Ergebnisse zwischen p > 0,05 bis p = 0,08 konnten als knapp signifikant
bezeichnet werden®®.

3.5 Pharmakodynamik

Untersuchungen zur Ermittlung von MHK, Abtétungsverlauf und postantibiotischen
Effekten (In-vitro-Studien) erfolgten mit TCF-Poolproben von gesunden (ohne
Entziindungsreiz im TC), nicht vorbehandelten Tieren (Transsudat).

Um eine bakterielle Kontamination des TCFs auszuschlieen, mussten je 100 pl
der fur ein Experiment verwendeten TCF-Probe zunachst auf einer Caso-Agar-
Platte ausgestrichen und tiber mehrere Tage bei 37 °C inkubiert werden.

Alle Experimente wurden mindestens einmal reproduziert.
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Die graphische Prasentation der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms
SigmaPlot® (Version 11.0, Systat Software Inc., San Jose CA, USA).

3.5.1 Testsubstanzen

Zur Durchfiihrung der In-vitro-Studien dienten eine Pradofloxacin-Standardlésung
(Gehalt 474,8 pg PRA/mI) sowie eine Enrofloxacin-Standardlésung (Gehalt
585,4 yg ENR/mI). Die Stammldsungen wurden von einem unabhangigen Labor
(BHC-AH-RD Analytics, Leverkusen, Deutschland) auf Wirkstoffgehalt und
Stabilitat gepruft.

3.5.2 Testorganismen

E. coli ATCC 8739 und S. aureus ATCC 6538 dienten als Modellkeime.

Die Stammhaltung der Keime erfolgte bei —80 °C in Microbank™ Kryo-
ProbengefalRen. Die Bakterien waren aus einem Lyophilisat der 6. Passage einer
ATCC-Ampulle angelegt worden. Zur Herstellung einer Arbeitskultur wurde eine
Plastikperle aus dem Kryo-Probengefal3 entnommen, auf einer Caso-Agar-Platte
ausgestrichen, fiur 24 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend bei 4 °C fiur 4
Wochen gelagert. Die Keime wurden héchstens 5 x transferiert.

Fir den Ansatz einer FlUssigkultur zur Herstellung eines Inokulums mussten
abhéngig von der KoloniegroRe von einer Caso-Agar-Platte (Arbeitskultur) ein bis
zwei Kolonien des gewlinschten Stammes mit einer sterilen Impfése entnommen,
in 30 ml Caso Bouillon in einem 200 ml Erlenmeyerkolben suspendiert und
anschlieend 17 h bei 37 °C und 100 upm im Schittelwasserbad inkubiert
werden.

3.5.3 MHK-Bestimmung in Transsudat

Wegen der natiirlichen Triibung von TCF konnten die Standardmethoden, die auf
Zunahme der Trubung durch Bakterienwachstum beruhen, nicht zur Bestimmung
der minimalen Hemmstoffkonzentration eingesetzt werden. Daher erfolgte die
Ermittlung der MHK-Werte durch Bestimmung der geringsten
Wirkstoffkonzentration, bei der die KBE/ml eines Standard-Inokulums in einer
Flissigkultur Uber 16 bis 20 Stunden Inkubationszeit konstant blieb. Zunéchst
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wurden MHK-Bestimmungen mit PRA durchgefiihrt und anschlielRend zuséatzlich
mit ENR.

Eppendorf-ReaktionsgefalRe (2 ml) wurden mit 1 ml Transsudat, PRA-
Konzentrationen im Bereich von 0,008 bis 0,12 pg/ml (E. coli), 0,015 bis
0,24 yg/ml (S. aureus) bzw. ENR-Konzentrationen von 0,06 und 0,15 ug/ml
(E. coli) sowie 0,125 bis 0,75 pg/ml (S. aureus) und einem Inokulum von 5 x
10* KBE/Ansatz befiillt und bei 37 °C inkubiert. Eine Wachstumskontrolle ohne
Antibiotikum wurde mitgefuhrt. Nach 0, 6, 20 und 24 h mussten Proben von 0,1 ml
seriell 1:10 mit steriler 0,9%iger Kochsalzlésung verdinnt und jeweils
100 pl auf Caso-Agar-Platten ausgestrichen werden. Diese wurden tber Nacht bei
37 °C inkubiert und anschlieend die KBE bestimmt.

3.54 Ermittlung der bakteriziden Aktivitat in Transsudat

Um den Verlauf der Abtdétung bei E. coli und S. aureus zu bestimmen, wurden
Eppendorf-Reaktionsgefalle (2ml) mit 1 ml Transsudat, einem Inokulum von 4 x
10® KBE/ml und unterschiedlichen Konzentrationen von PRA befiillt, die bei E. coli
im Bereich von 0,06 bis 0,96 yg/ml und bei S. aureus zwischen 0,25 und 2,0 yg/ml
lagen. Eine Wachstumskontrolle ohne Antibiotikum wurde mitgefiihrt. Zur
Bestimmung der KBE/ml mussten zu festgelegten Zeitpunkten (siehe Abschnitt
4.4.3) Proben von 0,1 ml seriell 1:10 mit steriler 0,9%iger Kochsalzldsung
verdinnt und jeweils 100 pl auf Caso-Agar-Platten ausgestrichen und tGber Nacht
bei 37 °C inkubiert werden.

3.55 Postantibiotische Effekte bei S. aureus in Transsudat

Ein Aliquot von 20 ml einer Ubernachtkultur (sieche Abschnitt 3.5.2) mit 1 x
10° KBE/ml wurde 10 min bei 5000 x g abzentrifugiert und anschlieBend in 1 ml
0,9%iger NaCl resuspendiert. Damit erfolgte die Herstellung von zwei
Versuchsansatzen: Ansatz A enthielt 100 pl der Bakteriensuspension plus 1 mi
Transsudat (Wachstumskontrolle), Ansatz B enthielt zuséatzlich 1,1 yg PRA/ml (2-
fache MPC'%). Eine Inkubation der Ansétze erfolgte fiir zwei Stunden bei 37 °C.
Dabei konnten Proben zur Bestimmung der KBE/ml nach 0, 1 und 2 h
entnommen, seriell 1:10 verdinnt und jeweils 0,1 ml auf Caso-Agar-Platten
ausgestrichen werden. Nach 2 h wurden beide Ansatze 10 min bei 13000 x g
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zentrifugiert, die Pellets in NaCl gewaschen, in jeweils 1 ml 0,9%iger NaCl
resuspendiert und 1:10000 verdiinnt, so dass die Keimzahl etwa 1 x 10° KBE/ml
betrug. Die nicht vorbehandelte Population wurde nach der Verdiinnung in einen
Ansatz mit 1,5 ml Transsudat (Wachstumskontrolle), einen Ansatz mit 1,5 ml
Transsudat plus 0,03 yg PRA/mI (Bestimmung des SME) sowie in 1,5 ml Caso-
Bouillon gegeben. Die vorbehandelte Population wurde auf vier Ansatze mit je
1,5ml Transsudat verteilt. Ein Ansatz enthielt kein PRA (PAE), die anderen
enthielten PRA in Sub-MHK-Konzentrationen von 0,03, 0,06, 0,09 pg/ml. Zudem
wurde die vorbehandelte Population einem Ansatz mit 1,5 ml Caso-Bouillon und
einem Ansatz mit Caso-Bouillon, der 0,03 ug PRA/mI enthielt, zugeflugt, um die
postantibiotischen Effekte in Transsudat mit denen in Nahrmedium vergleichen zu
koénnen. Die Anséatze wurden bei 37 °C inkubiert und Proben zur Bestimmung der
KBE/ml nach 0, 2, 4, 6, 8, 10, 22 und 30 h entnommen.

3.5.6  Abtétungsverlauf in Transsudat und Exsudat bei
authentischen Wirkstoffspiegeln

Im Rahmen der 3. Pharmakokinetikstudie konnten nach Applikation von 3 mg
PRA/kg KG Trans- und Exsudatproben bei der zu erwartenden maximalen PRA-
Konzentration im TCF (nach 8 h) und am Ende des Therapieintervalls (24 h)
entnommen, jeweils 350 pl in Eppendorf-Reaktionsgefalle (2 ml) aliquotiert, mit
einer Vorkultur von E. coli bzw. S. aureus beimpft (Soll-Startkeimzahl 4 x
10° KBE/ml) und der zeitliche Verlauf der KBE/ml erfasst werden, um die
antibakterielle Wirksamkeit von PRA in der natirlichen Matrix bei authentischem
Wirkstoffgehalt zu priifen. Dazu mussten Proben von 50 pl seriell 1:10 mit steriler
0,9%iger Kochsalzlésung verdinnt und je 100 pl auf Caso-Agar-Platten zu den
Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 10, 24 h sowie nach 4 Tagen (Reproduktion S. aureus)
ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert werden. Die Auszéhlung der
KBE/ml erfolgte jeweils nach 24 h und nach 48 h Inkubationszeit.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinische Allgemeinuntersuchung

Vor Implantation der ,Tissue-Cages” (TCs) wurden die Hunde einer klinischen
Allgemeinuntersuchung unterzogen. Diese ergab keine Auffalligkeiten mit
Ausnahme von Hund ID 0869, der eine nicht entzlindete, reponierbare Hernia
umbilicalis aufwies. Da das Allgemeinbefinden des Hundes nicht beeintrachtigt
war, musste der Bruch nicht als Ausschlusskriterium fir die Teilnahme an der
Studie betrachtet werden.

4.2 Implantation der ,Tissue-Cages*

Bei 5 Hunden erfolgte wie in Abschnitt 3.3 beschrieben die Implantation von
jeweils zwei TCs auf der linken Korperseite und eines TC am rechten Brustkorb.
Ein Hund (ID 0847) erhielt auf der linken Kérperseite einen TC an der Flanke und
zwei TCs auf der rechten Korperseite. Die Operationen verliefen ohne
Zwischenfélle. Es kam zu unterschiedlich stark ausgepragter Serombildung im
Bereich der Implantationsstellen und folglich zu unterschiedlich langen
Einheilungsphasen.

421 Bestimmung der Zellzahl im ,Tissue-Cage-Fluid*

Die Bestimmung der Zellzahl im TCF bzw. eine Zelldifferenzierung erfolgte durch
mikroskopische Auswertung von Ausstrichen und bei ausreichend grofiem
Probenvolumen zusétzlich mit dem ADVIA® 120 (Abschnitt 3.3.2.3). Vor und nach
der 1. Pharmakokinetikstudie gab es keine nennenswerten Unterschiede in der
Zellzahl der genutzten TCs. In der 2. und 3. Pharmakokinetikstudie wurden zu
allen Probenentnahmezeitpunkten Zellen ausgezahlt und differenziert. Im
Transsudat (TCs ohne Entziindungsreiz) war die Zellzahl gering und blieb jeweils
Uber den gesamten Studienverlauf relativ konstant. In den TCs, in welche
Carrageenan injiziert wurde, stieg die Zellzahl hingegen deutlich an, somit konnte
das Vorliegen einer lokalen Entziindung belegt und Exsudat gewonnen werden.
Die folgenden Abbildungen stellen zum einen die Gesamtleukozytenzahl in Trans-
und Exsudat und zum anderen die Anteile der Leukozytenuntergruppen im
Exsudat dar. In der 2. Studie war 8 h und in der 3. Studie 5 h nach der
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Carrageenan-Injektion ein deutlicher Anstieg der Leukozyten zu verzeichnen. Es
befanden sich U(berwiegend neutrophile Granulozyten im Exsudat. In die
Auswertung der Differenzierung gingen ausschlieRlich Ausstriche ein, die
mindestens 100 Zellen enthielten. Des Weiteren konnte die absolute Zellzahl nur
bestimmt werden, sofern ein Ergebnis des ADVIA® 120 vorlag. In der 2. PK-Studie
(Abbildung 5) zeigte sich eine hohe mittlere Gesamtleukozytenzahl im Exsudat bei
98 h und 101 h, die durch Hund ID 0860 beeinflusst wurde, der deutlich mehr
Leukozyten aufwies als die anderen Tiere. Zudem konnte die Zellzahl bei diesen
Zeitpunkten nur von 3 Hunden bestimmt werden. Die Erhéhung der Zellzahl bei
120 h und 126 h begriindet sich ebenfalls durch Hund ID 0860. Die Einzelwerte
der Hunde sind im Anhang (Tabelle 11) einzusehen.

Abbildung 5. Gesamtleukozytenzahl (WBC) in Trans- und Exsudat (MW/SD) der
2. Pharmakokinetikstudie
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Wie oben bereits erwahnt, waren die neutrophilen Granulozyten die dominierende
Zellart im Exsudat. Im Entzindungsverlauf kam es zu einer Zunahme der
Monozyten. Dieser Anstieg ging deutlich aus der mikroskopischen Bewertung der
Ausstriche hervor. Er ist jedoch in den Abbildungen 6 und 8, welche die
Mittelwerte der absoluten Zellzahlen wiedergeben, nicht zu erkennen.
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Abbildung 6. Differenzierung der Leukozyten im Exsudat (MW/SD) in der
2. Pharmakokinetikstudie
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In der 3. PK-Studie konnte die Gesamtleukozytenzahl nach 30 h im Exsudat
lediglich von einem Hund (ID 0869) berechnet werden, da bei den Uibrigen Hunden
das Probenvolumen fiir eine Analyse mit dem ADVIA®120 nicht ausreichend war.
Folglich fehlt die Standardabweichung an dieser Stelle (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Gesamtleukozytenzahl (WBC) in Trans- und Exsudat (MW/SD) der
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Abbildung 8. Differenzierung der Leukozyten im Exsudat (MW/SD) in der

WBC x 1000/pl

3. Pharmakokinetikstudie
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4.2.2 Proteingehalt in Transsudat und Exsudat

Im Transsudat (n = 3) ergab sich ein mittlerer Proteingehalt von 26,1 mg/ml
(£ 5,0). Im Exsudat (n = 2) lag der mittlere Proteingehalt bei 33,3 mg/ml (+ 7,4).
Die Exsudatprobe von Hund ID 0831 konnte nicht ausgewertet werden, da sie
geronnen war.

423 Entfernung der ,Tissue-Cages”

Die TCs wurden uber einen Zeitraum von 8 Monaten fiir die hier beschriebenen
Studien genutzt. Ein TC sollte nach einer Carrageenan-Injektion nicht mehr flr
pharmakokinetische Studien eingesetzt werden®'. Daher verwendeten wir in den
beiden Studien mit Carrageenan-Injektion jeweils einen TC, der zuvor noch nicht
mit Carrageenan behandelt worden war, zur Gewinnung von Exsudat. Der
verbleibende dritte TC diente in allen Studien zur Entnahme von Transsudat. Im
Rahmen unserer Studien konnte beobachtet werden, dass man auch nach der
induzierten Entziindung eine &ahnliche Menge TCF gewinnen kann wie aus
anderen unbehandelten TCs und dass die Entziindungszellen nach einigen
Wochen wieder auf den Ausgangswert vor Beginn der Studien zurtickkehren.

Eine Exstirpation der TCs war problemlos mdglich. Der TC war von festem
Gewebe umgeben, das an den Perforationsstellen in den TC eindrang. Im Inneren
erstreckte sich eine fadendhnliche Verbindung zwischen den Perforationsstellen
der beiden Enden (siehe Abbildung 9).

Bei allen Hunden zeigte sich post operationem eine mehr oder weniger stark
ausgepragte Serombildung. Nach mehreren Wochen kam es bei jedem Tier zur
vollstdndigen Abheilung. Die Implantationsstellen waren adspektorisch und
palpatorisch unauffallig, so dass die Hunde im Rahmen des sog. ,Kélner Modells*
zur Vermittlung an Privatpersonen abgegeben werden konnten.
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Abbildung 9. ,Tissue-Cage” nach Entfernung

4.2.3.1 Histopathologische Untersuchung der ,Tissue-Cages*

Die eingeheilten TCs wurden ohne ausgepragte Entziindungsreaktionen vertragen
und deutlich vom umgebenden Gewebe abgegrenzt. Lediglich bei einem Tier (ID
0084) lag eine starkere entzlindliche Reaktion vor. Insgesamt war die entziindliche
Reaktion bei den unbehandelten TCs schwacher als bei den mit Carrageenan
behandelten TCs.

Der gesamte Silikonschlauch war von einer ca. 0,5 — 0,7 mm dicken,
bindegewebigen Kapsel umgeben, die vornehmlich aus reifen kollagenen Fasern
bestand. Auf ihrer inneren Oberflache wies die Kapsel nahezu keine Verdickungen
oder Unebenheiten auf. Bei den TCs ohne Entziindungsreiz (TC-A) waren nur in
einzelnen Lokalisationen wenige Entziindungszellen sichtbar. Die entziindliche
Komponente war bei den TCs mit Entziindungsreiz (TC-B und TC-C) starker
ausgepragt und trat besonders bei Hund ID 0847 und Hund ID 0084 auf. Bei
letzterem waren bei TC-B an vier von fiinf Lokalisationen Entziindungszellen in
mittelgradiger Starke sowie eine grofRere Blutung mit Thrombusformation
innerhalb des TC erkennbar.

An den Perforationsstellen war von Blut- und Lymphgefalen durchzogenes
Bindegewebe in das Innere der TCs vorgedrungen. Dies war bei den TCs mit
Entziindungsreiz deutlicher ausgepragt als bei den Kontrollen. Bei TC-B fand sich
eine epitheliale Auskleidung der Offnungen bei 3 Tieren (ID 0868, ID 0847, ID
0084) in geringer sowie bei einem Tier (ID 0869) in minimaler Form. Bei TC-C
zeigte sich diese Aktivierung ebenfalls bei 2 Tieren (ID 0847, ID 0084) in geringer
und bei 2 Tieren (ID 0831, ID 0869) in minimaler Form. Die epitheliale Auskleidung
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erstreckte sich bei Hund ID 0084 bis in den Bereich des Silikonschlauchs hinein.
Bei den TCs ohne Entziindungsreiz konnte hingegen nur bei einem Hund (ID
0847) eine epitheliale Auskleidung der Offnungen beobachtet werden. Bei Hund
ID 0868 zeigte sich in dieser Region bei allen TCs eine vermehrte Ansammlung
von Makrophagen. Diese fanden sich zudem bei Hund ID 0860 (TC-A) und bei
den Hunden ID 0847, ID 0084 sowie ID 0869 (TC-C).

Abbildung 10. Histopathologische Untersuchung eines TC: Einwachsen von
Bindegewebe in einen TC an der Perforationsstelle (P), HE, 2,5 x
vergroRert, links gegen Plastik (TC) gut abgegrenzt, rechts leichte
proliferative Veranderung (Foto: Dr. M. Rinke)

Die fadenartige Verbindung, die zwischen den beiden Enden im Innern der TCs
beobachtet wurde, bestand in ihrer Anfangsphase aus reifen kollagenen
Bindegeweben mit starker Neovaskularisation. In der Mitte der TCs umhdillte der
kollagene Bindegewebsanteil eine zentrale Nekrose ohne erkennbar lebende
Gefale. Ein derartiges ,Collagenous Bridging”“ wurde bei allen 6 Hunden in allen
TCs beobachtet, wobei der Grad der zentralen degenerativen Veranderung
variierte.
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Abbildung 11. Fadenartige Verbindung zwischen den TC-Enden, Langsschnitt HE,
10 x vergréRert, endothelartiger Uberzug, zentrale Blutung und
Nekrose (Foto: Dr. M. Rinke)

Des Weiteren zeigte sich bei TC-C eine verstarkte Pigmentablagerung (vermutlich
Hamosiderin) bei Hund ID 0847 und Hund ID 0084 sowie in geringem Umfang bei
Hund 1D 0860.

4.3 Pharmakokinetik

4.3.1 Applikation des Priifgegenstandes

Bei der Applikation des Priifgegenstandes traten in keiner der drei Studien
Komplikationen auf. Der Priifgegenstand wurde von allen Tieren vollstandig
aufgenommen.

4.3.2 Klinische Allgemeinuntersuchungen

Zu Beginn und am Ende jeder Studie wurde eine allgemeine Klinische
Untersuchung durchgefiihrt. Es ergaben sich auer der bereits in Abschnitt 4.1
erwahnten Hernia umbilicalis von Hund ID 0869 keine Auffalligkeiten. Wahrend
der Studien wurden Allgemeinbefinden, Futteraufnahme und Kotabsatz der Hunde
taglich lUberwacht. In der 1. Studie zeigten Hund ID 0831 (am letzten
Applikationstag und den beiden darauffolgenden Tagen) und Hund ID 0860 (am
Tag der 2., 3. und 5. Applikation) wassrigen Kot und Hund ID 0868 eine reduzierte
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Futteraufnahme zwei Tage vor der Behandlung mit PRA und an drei
Behandlungstagen. In der 2. und 3. Studie konnten diesbezuglich keine
Besonderheiten beobachtet werden.

4.3.3 Pharmakokinetik von Pradofloxacin in Serum und , Tissue-
Cage-Fluid®

Die Pharmakokinetik von PRA im Serum nach oraler Applikation von 3 mg/kg KG
war reproduzierbar. Die Konzentrations-Zeit-Profile waren in allen drei Studien
ahnlich. In der 1. Studie konnte belegt werden, dass die PRA-Penetration in jeden
TC gleich war. Die 2. und 3. Studie zeigten, dass die mittlere PRA-Konzentration
in Exsudat geringgradig héher war als in Transsudat. In der 2. PK-Studie konnten
héhere PRA-Konzentrationen (MW) in Trans- und Exsudat festgestellt werden als
in der 3. PK-Studie. In allen Studien fiel Hund ID 0084 im Vergleich zu den
anderen Tieren durch eine héhere Serumkonzentration auf. Bei Hund ID 0847 war
die PRA-Konzentration in Transsudat in beiden Studien hoher als in Exsudat.

4.3.3.1 Erste Pharmakokinetikstudie: Vergleich Serum und
Transsudat

Ziel der 1. Studie war es, den Konzentrationsverlauf von PRA im Serum mit dem
in Transsudat zu vergleichen. Von jedem Hund wurden aus zwei verschiedenen
TCs (linke (TCF-A) und rechte (TCF-B) Korperseite) Proben gewonnen, um zu
prifen, ob in jedem TC die gleiche PRA-Konzentration vorlag. Die mittlere
maximale PRA-Konzentration im Transsudat entsprach 43,7 % der mittleren
maximalen Serumkonzentration nach der 1. Applikation und 55,4 % nach der
5. PRA-Applikation. Nach der 5. Applikation zeigte sich im Serum eine mittlere
maximale Konzentration von 1375 pg/l, im TCF-A ein Cpaxss von 788 pg/l und im
TCF-B von 731 pg/l. In Abbildung 12 ist das mittlere Konzentrations-Zeit-Profil von
PRA nach der 1. und 5. Applikation aufgezeichnet. Die Penetration in die TCs war
langsamer als ins Serum, aber die Konzentration blieb von 8 h post applicationem
an bis zum letzten Probenentnahmezeitpunkt in den TCs héher als im Serum. Es
gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der PRA-Konzentration
in TCF-A und TCF-B (p = 0,591). Es lag ein globaler Unterschied zwischen den
drei Medien vor (p < 0,0001). Serum unterschied sich sowohl von TCF-A als auch
von TCF-B signifikant. Bezlglich der maximalen Konzentration konnte kein
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globaler Unterschied zwischen der 1. und 5. Applikation gezeigt werden
(p =0,0951). Die pharmakokinetischen Parameter konnten von allen Hunden
vollstandig berechnet werden, mit Ausnahme von Hund ID 0847. Bei diesem Tier
fehlen ty, AUCiy, V/F und CI/F nach der 1. Applikation, da nicht zu allen
Probenentnahme-Zeitpunkten TCF aus TC-A gewonnen werden konnte und somit
die genannten Parameter nicht zu ermitteln waren. Die maximale Konzentration
wurde nach der 1. Applikation im Serum zwischen 1,0 und 4,0 h erreicht, im TCF-
A zwischen 8,0 und 10 h und im TCF-B zwischen 6,0 und 10,0 h. Es zeigte sich
diesbeziiglich ein globaler Unterschied zwischen den Medien (p < 0,0001).
Zwischen TCF-A und TCF-B konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p = 0,6606). Die AUCj,st betrug nach der 1. Applikation im
Serum 10400 pg*h/l, im TCF-A 6805 pg*h/l und im TCF-B 7255 pg*h/l. Die mittlere
AUCst nach der 5. Applikation lag im Serum bei 12417 pg*h/l, im TCF-A bei
13376 pg*h/l und im TCF-B bei 12069 pg*h/l. Es gab diesbeziglich global
signifikante Unterschiede bei beiden Faktoren (Medium und Applikation) sowie
eine Wechselwirkung zwischen Applikation und Medium. TCF-A und TCF-B
unterschieden sich hinsichtlich der AUCss nicht signifikant (p = 0,3366). Die
Ergebnisse der Varianzanalysen sind in Tabelle 36 im Anhang vollstandig
aufgefuhrt. In  Tabelle 4 sind die pharmakokinetischen Parameter
zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4. Pharmakokinetik von Pradofloxacin nach der 1. Applikation in Serum
und TCF

Serum TCF-A TCF-B

Mittelwert* Variation* Mittelwert Variation Mittelwert Variation

Crnax (ng/l) 1299 22,5 518 52,8 560 34,0
Tmax (h) 1,8 1,0/4,0 9,0 8,0/10,0 8,0 6,0/10,0
th, (h) 3,8 13,0 10,6 52,5 8,1 34,4
AUCus:  (ug*h/l) 10400 23,3 6805 38,2 7255 29,3
AUCn  (ug*h/l) 10792 23,6 10203 25,6 9163 26,5
CUF  (/h*kg) 0,28 23,6 0,29 25,6 0,33 26,5
V,IF (I/kg) 1,54 16,1 4,51 67,7 3,82 40,7
MRTjast (h) 6,9 7,6 11,18 20,8 11,47 7,0

* Die Mittelwerte (Variation) wurden kalkuliert als geometrische Mittelwerte (geometrischer
Variationskoeffizient CV %) fir Cyax, tys, AUC, CI/F, V,/F und MRT; und als Median
(Minimum/Maximum (h)) far Tyax.
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Abbildung 12. Konzentrations-Zeit-Profil (MW/SD) von Pradofloxacin nach oraler
Gabe von 3 mg/kg KG in Serum und TCF (1. und 5. Applikation).
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Nach der 5. Applikation wurde PRA mit einer mittleren terminalen Halbwertszeit
von 59 h aus dem Serum eliminiert. Im TCF-A lag die mittlere terminale
Halbwertszeit bei 14,2 h und im TCF-B bei 10,7 h. Tabelle 5 zeigt eine
Zusammenfassung der Pharmakokinetik nach der 5. Applikation.

Tabelle 5. Pharmakokinetik von Pradofloxacin nach der 5. Applikation in Serum

und TCF
Serum TCF-A TCF-B
Mittelwert* Variation* Mittelwert Variation Mittelwert Variation
Cmaxss  (Hg/) 1375 23,7 788 29,0 731 21,8
Tmax.ss (h) 98,0 97,5/100 103,0 102/104 104,0 102/104
Ty (h) 5,9 20,8 14,2 41,2 10,7 57,7
AUCjast  (Hg*h/l) 12417 241 13376 23,0 12069 25,9
AUCiy  (ug*h/l) 12589 24,9 13794 23,3 12344 27,0
Cl/F  (I/h*kg) 0,26 21,6 0,28 22,5 0,30 21,4
V,IF (I’/kg) 2,16 23,3 5,68 48,1 4,64 54,2
MRTin¢ (h) 8,55 20,4 16,74 21,7 15,63 19,7

*Die Mittelwerte (Variation) wurden kalkuliert als geometrische Mittelwerte (geometrischer
Variationskoeffizient CV %) fur Cpax, ts, AUC, CI/F, V,/F und MRT; und als Median
(Minimum/Maximum (h)) flr Trmax.
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Basierend auf den mittleren Konzentrations-Zeit-Profilen von PRA in Serum und
TCF im ,steady state“ wurde der Akkumulationsindex (Al) berechnet. Der Al im
Serum lag im Bereich von 1,04 bis 1,18 mit einem arithmetischen Mittel von 1,07.
Im TCF-A befand sich der Al im Bereich von 1,13 bis 1,93 (MW 1,51) und im TCF-
B variierte der Al zwischen 1,09 und 1,82 (MW 1,36). Damit konnte in Serum keine
und nur eine geringe Akkumulation in TCF ermittelt werden. Der globale
Unterschied zwischen den Medien beziiglich des Al war knapp signifikant
(p =0,0846).

Im Anhang sind die Konzentrations-Zeit-Profile sowie die pharmakokinetischen
Parameter der einzelnen Hunde dargestellt (Abbildung 29 bis 34 und Tabelle 21
bis 26). Auffallig waren dabei Hund ID 0869, welcher im Verhéltnis zu den anderen
Hunden eine geringe Serumkonzentration erreichte (vgl. Abbildung 31) und Hund
ID 0084, welcher hingegen nach der 1. und 5. Applikation eine deutlich héhere
Serumkonzentration von PRA aufwies (Abbildung 33).

4.3.3.2 Zweite Pharmakokinetikstudie: Vergleich Serum, Transsudat
und Exsudat (Mehrfachapplikation)

Die 2. PK-Studie diente zum einen der Reproduktion der 1. Studie
(Konzentrations-Zeit-Verlauf von Serum und Transsudat) und zum anderen dem
Vergleich von Transsudat und Exsudat, d. h. es sollte ermittelt werden, ob sich die
PRA-Konzentration in gesundem und entziindetem Gewebe unterscheidet. TC-A
wurde zur Entnahme von Transsudat und TC-B nach Carrageenan-Injektion zur
Gewinnung von Exsudat genutzt. Die mittlere maximale PRA-Konzentration in
Transsudat entsprach nach der 1. Applikation 51,7 % und im Exsudat 55,9 % des
mittleren Crmax-Wertes im Serum. Nach der 5. Applikation lag die mittlere Craxss in
Transsudat bei 63,2 % und in Exsudat bei 73,7 % der mittleren maximalen
Serumkonzentration. Es lag ein globaler Unterschied bei den Faktoren
JApplikation’ (p =0,0039) und ,Medium’ (p=0,0008) vor, jedoch keine
Wechselwirkung zwischen den beiden Faktoren. Serum und Transsudat
(p = 0,003) sowie Serum und Exsudat (p = 0,01) unterschieden sich statistisch
signifikant. Dies konnte beziiglich der maximalen Konzentration bei Transsudat
und Exsudat nicht nachgewiesen werden (p=0,2758). Die maximale
Konzentration wurde nach der 5. Applikation im Serum nach 2 h (MW), im
Transsudat nach 6,5 h (MW) und im Exsudat nach 8 h (MW) erreicht. Die PRA-



4 Ergebnisse 54

Konzentration in Trans- und Exsudat lberstieg die Serumkonzentration von 8 h an
bis zum letzten Probenentnahmezeitpunkt. Es lag hinsichtlich des Tmax €in globaler
Unterschied zwischen den Medien vor (p <0,0001), der sich durch die
signifikanten Unterschiede zwischen Serum und Transsudat (p = 0,0005) sowie
Serum und Exsudat (p = 0,0002) begriindet. Bei Transsudat und Exsudat konnte
hingegen kein signifikanter Unterschied gezeigt werden (p = 0,3632). Die mittlere
AUC st nach der 1. Applikation lag im Serum bei 9553 pg*h/l, im Transsudat bei
7464 pg*h/l und im Exsudat bei 8007 pg*h/l. Die AUC,.st nach der 5. Applikation in
Exsudat war grofier als die AUCjsst in Transsudat und im Serum. Hinsichtlich der
AUCst bestand ein globaler Unterschied fiir beide Faktoren und eine
Wechselwirkung zwischen ,Applikation’ und ,Medium’. Der Unterschied zwischen
den Medien Serum und Exsudat (p = 0,0637) sowie Transsudat und Exsudat
(p = 0,0621) war knapp signifikant, fur Serum und Transsudat (p = 0,9392) konnte
statistisch kein signifikanter Unterschied dargelegt werden. Fir die statistische
Analyse standen abgesehen von folgenden Ausnahmen alle individuellen
Datenprofile zur Verfigung: bei Hund ID 0847 fehlten Trans- und Exsudatproben,
bei Hund ID 0084 Transsudatproben und bei Hund ID 0869 Exsudatproben zur
Ermittlung der pharmakokinetischen Parameter ti,, AUCiy, V./F, CI/F nach der
1. Applikation. Tabelle 6 fasst die pharmakokinetischen Parameter von PRA nach
der 1. oralen Applikation zusammen:

Tabelle 6. Pharmakokinetik von Pradofloxacin nach der 1. Applikation in Serum,
Transsudat und Exsudat

Serum Transsudat Exsudat

Mittelwert* Variation* Mittelwert Variation Mittelwert Variation

Crax (ug/l) 1033 13,9 534 13,1 577 27,3
Trnax (h) 2,0 1,0/5,0 8,0 8,0/11,0 8,0 8,0/11,0
ty, (h) 47 21,7 10,2 19,5 9,6 29,2
AUCus:  (Hg*hfl) 9553 8,9 7464 9,6 8007 17,4
AUCw  (ug*hfl) 10272 10,2 9991 18,6 11182 8,5
CF  (/h*kg) 0,29 10,2 0,30 18,6 0,27 8,5
V,IF (Ikg) 1,08 29,4 4,41 12,2 3,71 27,2
MRTas: () 7,85 8,7 12,33 49 11,71 9,4

*Die Mittelwerte (Variation) wurden kalkuliert als geometrische Mittelwerte (geometrischer
Variationskoeffizient CV %) fir Cyax, ts, AUC, CIF, V,/F und MRT; und als Median
(Minimum/Maximum (h)) fur Tmax.
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Nach der 5. Applikation wurde PRA aus dem Serum mit einer mittleren terminalen
Halbwertszeit von 8 h eliminiert. In den TCs betrug die mittlere terminale
Halbwertszeit ca. 11,5 h. Es lag hinsichtlich der ty, ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Serum und Transsudat (p =0,0281) sowie ein knapp
signifikanter Unterschied zwischen Serum und Exsudat (p =0,0671) vor. Der
Unterschied zwischen Transsudat und Exsudat war statistisch nicht signifikant
(p = 0,893). Die Ergebnisse aller Varianzanalysen sind in Tabelle 37 im Anhang
aufgezeichnet. In Tabelle 7 ist die Pharmakokinetik nach der 5. Applikation
dargestellt.

Tabelle 7. Pharmakokinetik von Pradofloxacin nach der 5. Applikation in Serum,
Transsudat und Exsudat

Serum Transsudat Exsudat

Mittelwert* Variation* Mittelwert Variation Mittelwert Variation

Crmaxss (Mgl 1289 22,9 815 10,7 950 31,3
Trmax.ss (h) 98,0 97/98 102,5 101/104 104,0 101/104
ty, (h) 8,0 53,4 11,6 53,1 11,45 35,0
AUCus  (ug*h/l) 12230 27,4 14290 23,6 16219 18,3
AUCn  (ug*hll) 12386 27,6 14538 22,8 16440 18,0
CF  (I/h*kg) 0,27 22,9 0,26 18,3 0,23 16,5
ViF  (lkg) 3,15 42,9 4,33 65,5 3,80 41,2
MRTin () 10,18 19,9 16,54 1,8 16,42 12,1

*Die Mittelwerte (Variation) wurden kalkuliert als geometrische Mittelwerte (geometrischer
Variationskoeffizient CV %) fir Cpyax, tys, AUC, CIF, V,/F und MRT; und als Median
(Minimum/Maximum (h)) far Tyax

Auch in dieser Studie wurde anhand der Serum- und TCF-Konzentrations-Zeit-
Profile im ,steady state“ der Akkumulationsindex ermittelt. Global konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Medien ermittelt werden (p = 0,6223). Der
Al im Serum lag in einem Bereich von 1,05 bis 1,78 mit einem arithmetischen
Mittelwert von 1,22. Im Transsudat war der Al bei 1,40 (1,10 bis 2,01) und im
Exsudat bei 1,34 (1,09 bis 1,68). Somit konnte wie in der 1. Studie lediglich eine
geringe Akkumulation im TCF festgestellt werden.
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Abbildung 13. Konzentrations-Zeit-Profil (MW/SD) von Pradofloxacin nach oraler
Gabe von 3 mg/kg KG in Serum, Transsudat und Exsudat (1. und
5. Applikation)
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Die individuellen Konzentrations-Zeit-Profile sowie die Ergebnisse der
pharmakokinetischen Berechnungen finden sich im Anhang (Abbildung 35 bis 40
und Tabelle 27 bis 32). Auch in dieser Studie fiel auf, dass Hund ID 0084
(Abbildung 39) eine deutlich hdhere Serumkonzentration aufwies als die anderen
Tiere. Bei 3 Hunden war die PRA-Konzentration im Exsudat héher als im
Transsudat, bei Hund ID 0847 hingegen war es umgekehrt (Abbildung 38). Die
Ubrigen beiden Tiere zeigten in Trans- und Exsudat etwa die gleiche PRA-
Konzentration.

4.3.3.3 Dritte Pharmakokinetikstudie: Vergleich Serum, Transsudat
und Exsudat (Einmalapplikation)

Die 3. PK-Studie wurde durchgefuhrt, um die in der 2. PK-Studie ermittelten Werte
zu bestatigen bzw. um eine vollstandige Kinetik (0—-72h) direkt nach
Carrageenan-Injektion zu erfassen, was im Rahmen der Mehrfachapplikation von
PRA nicht moglich war. In dieser Studie wurde TC-A zur Entnahme von
Transsudat und TC-C nach Carrageenan-Injektion zur Gewinnung von Exsudat
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genutzt. Die mittlere Konzentration von PRA nach einmaliger oraler Applikation
von 3 mg/kg KG in Serum, Transsudat und Exsudat ist in Abbildung 14 dargestellit.

Abbildung 14. Konzentrations-Zeit-Profil (MW/SD) nach oraler Gabe von 3 mg
Pradofloxacin/kg KG in Serum, Transsudat und Exsudat
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Die maximale PRA-Konzentration im Serum von 1033 pg/l wurde nach 2h
erreicht. Die mittlere AUCs: lag bei 10547 pg*h/l und die mittlere AUCiy¢ bei
10900 pg*h/I. Die mittlere terminale Halbwertszeit lag wie nach der 5. Applikation
der 2. PK-Studie bei ca. 8 h; in der 1. PK-Studie und nach der 1. Applikation der
2. PK-Studie wurde PRA allerdings schneller aus dem Serum eliminiert.
Die Penetration von PRA in Transsudat und Exsudat war ahnlich: Die mittlere
maximale PRA-Konzentration in Transsudat (408 pg/l nach 8 h) und Exsudat
(422 ug/ll nach 8h) erreichte 40% des Cmax in Serum. Bei allen
pharmakokinetischen Parametern aufer dem Verteilungsvolumen und der MRT
lag ein globaler Unterschied zwischen den drei Medien vor, was sich durch die
signifikanten Unterschiede zwischen Serum und Transsudat bzw. Serum und
Exsudat begriindet. Zwischen Trans- und Exsudat konnte mit Ausnahme von der
MRT kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (vgl. Tabelle 38,
Anhang). Nach etwa 8 h uberstieg die PRA-Konzentration in Trans- und Exsudat
die Serumkonzentration. In Transsudat lag die Konzentration von diesem
Zeitpunkt an bis zum letzten Probenentnahmezeitpunkt Uber der PRA-



4 Ergebnisse 58

Konzentration im Serum. In Exsudat und Serum hingegen war die PRA-
Konzentration nach 24 h gleich und nach 30 h lag die PRA-Konzentration im
Exsudat unter der PRA-Konzentration im Serum. Dies konnte in den
vorangegangenen Studien nicht beobachtet werden. Die mittlere AUC,st betrug im
Transsudat 8362 pg*h/l und im Exsudat 6873 pg*h/l. Die mittlere AUCiy lag im
Transsudat bei 8582 pg*h/l und im Exsudat bei 7002 pg*h/Il. Die Elimination von
PRA aus den TCs erfolgte mit einer mittleren terminalen Halbwertszeit von etwa
9 h im Transsudat und etwa 7 h im Exsudat. Dies wurde durch 3 Tiere beeinflusst,
die im Exsudat eine geringe Halbwertszeit aufwiesen (ID 0084: 5,8 h; ID 0847:
5,05 h und ID 0869: 4,32 h; siehe Tabelle 35). In Tabelle 8 sind die Mittelwerte der
pharmakokinetischen Parameter  von PRA  nach Einmalapplikation
zusammengestellt. Zur Berechnung der pharmakokinetischen Parameter standen
vollstdndige Datenprofile von allen Hunden zur Verfligung (n = 6).

Auch in dieser Studie fiel Hund ID 0084 durch eine hohe Konzentration von PRA
im Serum auf (vgl. Abbildung 45). Bei drei Hunden lag die PRA-Konzentration im
Exsudat hdher als im Transsudat, bei den anderen drei Hunden war es
umgekehrt. Die individuellen Konzentrations-Zeit-Profile sowie die Ergebnisse der
pharmakokinetischen Berechnungen sind im Anhang (Abbildung 41 bis 46 und
Tabelle 33 bis 35) dargestellt.

Tabelle 8. Pharmakokinetik von Pradofloxacin nach Einmalapplikation

Serum Transsudat Exsudat

Mittelwert* Variation* Mittelwert Variation Mittelwert Variation

Coax (/) 1033 17,2 408 8,7 422 42,0

Timax (h) 2,0 1,0/5,0 8,0 8,0/11,0 8,0 5,0/8,0
ty, (h) 8,28 47,9 9,14 39,5 6,95 41,1
AUCus:  (ug*h/l) 10547 16,9 8362 18,6 6873 443
AUCpn  (ug*h/l) 10900 19,1 8582 19,8 7002 44,0
CF  (I/h*kg) 0,28 19,1 0,35 19,8 0,43 44,0
V,/F (I/kg) 3,29 29,1 4,61 21,9 4,29 26,3
MRTas  (h) 10,17 21,7 18,04 20,4 15,09 20,4

*Die Mittelwerte (Variation) wurden kalkuliert als geometrische Mittelwerte (geometrischer
Variationskoeffizient CV %) fir Cyax, ts, AUC, CIF, V,/F und MRT; und als Median
(Minimum/Maximum (h)) fur Tmax.
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434 Untersuchungen des , Tissue-Cage-Fluids®

Vor Beginn und am Ende jeder Studie wurde eine Probe aus jedem TC
bakteriologisch untersucht (vgl. Abschnitt 3.4.4.1). Es konnte keine bakterielle
Kontamination festgestellt werden.

4.3.5 Hamatologie und klinische Chemie

Die hdmatologischen Untersuchungen dienten in erster Linie dazu, eine mdgliche
systemische Auswirkung der lokalen Entziindung im TC nachzuweisen. Daher
stand die Auswertung des weilRen Blutbildes im Vordergrund. Da in der 1. Studie
kein Entzindungsreiz gesetzt wurde, werden hier vorrangig die Ergebnisse der
2. und 3. Studie behandelt. Nach der Injektion des Reizstoffes Carrageenan in die
TCs kam es in der 2. Studie lediglich bei einem Hund und in der 3. Studie bei zwei
von sechs Hunden zu einer geringgradigen Leukozytose. Zudem zeigte in beiden
Studien jeweils ein Hund eine Gesamtleukozytenzahl am oberen Grenzwert (in
Tabelle 9 und 10 fett gedruckt). In den Abbildungen 15 und 16 ist jeweils die
Anzahl an neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten dargestellit.
Bei Hund ID 0831 fiel in der 2. Studie eine Leukopenie bei den Probenentnahmen
von 1 h bis 5 h sowie bei 98 h auf. Dies zeigte sich ebenfalls in der 3. Studie bei
den Zeitpunkten 0 bis 2 h, bei 36 h und nach 72 h. In der 1. Studie konnte keine
Leukopenie beobachtet werden, jedoch lag bei beiden hamatologischen
Untersuchungen (0 h und 192 h) eine Neutropenie vor.
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Tabelle 9. Gesamtleukozytenzahl in der 2. Pharmakokinetikstudie

Gesamtleukozytenzahl [x 10° ua/ll*
Zeitpunkt ID0831 1D0868 ID0869 ID0847 1D0084 ID 0860 MW SD

Oh 5,32 10,50 7,89 8,08 7,36 8,23 7,90 1,66
1h 5,16 10,72 9,32 9,48 6,60 9,07 8,39 2,08
2h 4,70 10,42 8,89 10,23 7,97 9,50 8,62 2,12
5h 4,46 10,52 9,66 10,79 8,23 10,74 9,07 2,46
8h 6,02 12,37 10,59 11,62 8,61 12,30 10,25 2,50
11h 6,29 12,54 10,44 n.s. 8,10 13,93 10,26 3,13
24 h 5,78 10,49 11,91 15,54 6,92 13,81 10,74 3,82
96 h 5,39 10,47 10,36 10,32 8,33 9,80 9,11 1,99
97 h 5,34 10,45 9,38 10,23 7,08 9,43 8,65 2,01
98 h 5,20 9,79 9,28 10,14 8,25 8,64 8,55 1,78
101 h 5,60 10,13 9,71 10,30 8,01 10,35 9,02 1,89
104 h 6,49 10,60 10,85 11,04 7,77 10,65 9,57 1,94
107 h 6,93 11,03 11,09 10,74 8,16 11,18 9,86 1,84
120 h 5,62 10,46 9,02 12,04 7,40 9,16 8,95 2,25
126 h 5,99 10,74 10,18 12,46 9,80 11,04 10,04 2,18
132 h 6,99 10,76 11,15 n.s. n.s. n.s. 9,63 2,30
144 h 6,82 11,10 11,54 11,87 7,80 8,70 9,64 2,14
168 h 6,16 12,25 10,70 10,88 7,70 8,37 9,34 2,30
MW 5,79 10,85 10,11 10,99 7,53 10,29 - -
SD 0,73 0,77 1,04 1,61 1,90 1,75 - -

* Referenzbereich 5,3 — 13,9 x 10° ug/l; Werte auerhalb des Referenzbereiches sind kursiv
gedruckt

Der arithmetische Mittelwert der neutrophilen Granulozyten stieg im Verlauf der
2. PK-Studie leicht an, naherte sich aber beim letzten Probenentnahmezeitpunkt
wieder dem Ausgangswert. Die Standardabweichung war zu den Zeitpunkten 11 h
und 24 h relativ grof3, bei einigen Hunden trat eine Neutrophilie auf (vgl. Tabelle
15 im Anhang sowie Abbildung 15). Lymphozyten und Monozyten lagen innerhalb
ihrer physiologischen Grenzwerte. Der arithmetische Mittelwert der eosinophilen
Granulozyten blieb ebenfalls im gesamten Studienverlauf innerhalb des
Referenzbereiches (nicht abgebildet).
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Abbildung 15. Anzahl an Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten (MW/SD) in
der 2. Pharmakokinetikstudie
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In der 3. PK-Studie blieb der arithmetische Mittelwert der neutrophilen
Granulozyten ebenfalls innerhalb des Referenzbereiches, es zeigte sich jedoch bis
zu 30 h ein Anstieg zur oberen Grenze, nach 72 h war der Ausgangswert wieder
erreicht (Abbildung 16). Bei Lymphozyten (MW) und Monozyten (MW) kam es
ausschlieBllich zu Veranderungen innerhalb der physiologischen Grenzwerte, mit
Ausnahme der Lymphozyten bei 36 h (beeinflusst durch eine Lymphozytose bei
Hund ID 0847). Die eosinophilen Granulozyten (MW) blieben wahrend der 3. PK-
Studie ahnlich wie in der 2. Studie im Referenzbereich (in Abbildung 16 nicht
dargestellt). Im Anhang (Tabelle 16) sind die Untersuchungsergebnisse der
einzelnen Tiere aufgelistet.
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Tabelle 10. Gesamtleukozytenzahl in der 3. Pharmakokinetikstudie

Gesamtleukozytenzahl [x 10° ug/l]
Zeitpunk 1D 0831 1D0868 ID0869 ID0847 ID0084 ID 0860 MW SD

Oh 3,57 10,37 8,20 9,00 9,77 9,94 8,48 2,30
1h 5,22 11,31 9,96 10,83 9,55 9,91 9,46 1,99
2h 4,97 12,43 9,25 12,23 9,45 11,28 9,94 2,54
5h 5,61 11,68 9,32 11,33 9,67 11,26 9,81 2,07
8h 7,46 12,09 11,37 12,67 11,68 13,08 11,39 1,85
11h 7,20 13,93 12,64 13,69 10,78 13,19 11,91 2,34
24 h 6,51 11,37 14,82 13,46 7,63 11,61 10,90 2,96
30h 6,61 11,75 17,71 14,74 9,12 11,26 11,87 3,60
36 h 4,12 n.s. 16,49 15,40 n.s. 9,97 11,50 4,92
48 h 5,59 10,83 13,00 11,36 7,15 8,71 9,44 2,55
72h 4,69 10,21 10,84 11,33 8,11 7,47 8,78 2,30
MW 5,60 11,60 12,15 12,37 9,29 10,70 - -

SD 1,25 1,08 3,11 1,86 1,38 1,73 - -

Referenzbereich 5,3 — 13,9 x 10° pg/l; Werte auBerhalb des Referenzbereiches sind kursiv
gedruckt

Abbildung 16. Anzahl an Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten (MW/SD) in
der 3. Pharmakokinetikstudie
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In der 1. PK-Studie (ohne Entziindungsreiz) wurde nur zu Beginn und am Ende
der Studie eine hadmatologische Untersuchung durchgefiihrt. Bei zwei Hunden
konnte eine Erhéhung der Eosinophilen zum Zeitpunkt 0 h und bei einem Hund
nach 192 h beobachtet werden. Die Gesamtleukozytenzahl war in dieser Studie
bei allen Tieren innerhalb des physiologischen Referenzbereiches, mit Ausnahme
von Hund ID 0831, der eine Leukopenie aufwies (s. 0.).

AuRerdem gab es in allen 3 Studien leichte Schwankungen bei der
Erythrozytenzahl, dem Hamatokrit, dem Hamoglobingehalt, den
Erythrozytenindizes und der Thrombozytenzahl. Diese Veranderungen traten bei
allen Hunden unregelmaRig, teilweise auch bei Beginn der Studien auf und
wurden somit nicht mit der Carrageenan-Injektion oder der Applikation von PRA in
Zusammenhang gebracht und daher im Rahmen dieser Arbeit nicht als relevant
angesehen. Die vollstdndigen Ergebnisse der héamatologischen Untersuchungen
sind im Anhang (Tabelle 14 bis 16) dargestellt.

Die Parameter der klinischen Chemie (Albumin, Alkalische Phosphatase,
Alanin-Amino-Transferase, Harnstoff, Ammoniak, Kreatinkinase, Kreatinin,
Gammaglutamyltransferase, Globulin, Glukose, Laktatdehydrogenase,
Gesamtbilirubin und Gesamtprotein) veranderten sich ausschlieRlich im Rahmen
der physiologischen Referenzbereiche. Im Anhang (Tabelle 18 bis 20) sind die
Untersuchungsergebnisse der einzelnen Hunde sowie Mittelwerte der Studien
aufgefuhrt.

4.4 Pharmakodynamik
Zur Abschatzung der antibakteriellen Aktivitat von PRA und ENR in TCF wurden
einige Parameter untersucht, durch die das antibakterielle Potenzial von

Antibiotika routinemégig in vitro charakterisiert wird.

4.4.1 Untersuchung des ,Tissue-Cage-Fluids” auf bakterielle
Kontamination

Alle TCF-Proben waren frei von bakterieller Kontamination.
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442

4421

MHK-Bestimmung in Transsudat

MHK von Pradofloxacin fir E. coli

Bakteriostatische Aktivitdt wurde in Gegenwart von 0,06 ug PRA/ml (Abbildung 17,
0) uber 20 h erreicht. Bei der Reproduktion lag ein geringeres Inokulum von 2 x
10* KBE/ml vor (Abbildung 17, +). Somit konnte bakteriostatische Aktivitat fir
Populationsdichten von 2 x 10* und 8 x 10° KBE/ml nachgewiesen werden. Bei
niedrigeren Konzentrationen (< 0,03 pg PRA/mI) wuchs das Inokulum bis zu einer
Dichte von etwa 3 x 108 KBE/ML aus. Bei 0,12 Mg PRA/mI lag bereits eine starke
bakterizide Aktivitat vor, die zu einer Reduktion der KBE/ml um 3 log1o innerhalb
der ersten 6 h fuhrte. Danach wuchs die Population jedoch wieder aus, so dass

zum Zeitpunkt 20 h die Ausgangsdichte wieder erreicht war.

Abbildung 17. MHK von Pradofloxacin fiur E. coli in Transsudat
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4.4.2.2 MHK von Pradofloxacin fiir S. aureus

Bei einer Konzentration von 0,12 ug PRA/mI ergab sich Gber 24 h (Abbildung 18,
A) bakteriostatische Aktivitéat. Bei PRA-Konzentrationen von < 0,06 pg/ml kam es
zum Auswachsen der Bakterienpopulationen innerhalb der ersten 6 h und einer
Enddichte von ca. 10° KBE/ml, die somit 10 % der Dichte in Caso-Bouillon
entsprach. Eine Exposition von Konzentrationen = 0,18 yg PRA/mI fiihrte zu
starken Reduktionen der Bakterienpopulationen. Bei 0,24 pg PRA/ml kam es
innerhalb der ersten 6 h zu einer Verringerung der KBE/ml um 2 - 3 log1o. Danach
lag statische Aktivitat vor. In der Reproduktion ergab sich bei 0,24 ug PRA/ml eine
Reduktion der KBE/ml bis unter die Nachweisgrenze von 10 KBE/ml (nicht
abgebildet).

Abbildung 18. MHK von Pradofloxacin fur S. aureus in Transsudat
(* Mittelwert und Standardabweichung aus beiden Experimenten)
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4.4.2.3 MHK von Enrofloxacin fir E. coli

Mit ENR war bei 0,06 und 0,15 pg/ml bakteriostatische Aktivitdt nachweisbar.
Entsprechend ist die geringere Wirkstoffkonzentration als MHK-Wert anzusehen
(Abbildung 19, o). Das Inokulum lag zwischen 2,5 x 10* und 4,6 x 10* KBE/ml. Die
Kontrolle wuchs bis zu einer Dichte von 10° KBE/ml aus, die der maximalen Dichte
in Caso-Bouillon entspricht.

Abbildung 19. MHK von Enrofloxacin fiir E. coli in Transsudat
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4.4.2.4 MHK von Enrofloxacin fir S. aureus

Bei einer Konzentration von 0,4 pg ENR/mI war eine konstante KBE/ml nach 24 h
eindeutig nachweisbar (Abbildung 20, o), wahrend sich die KBE/ml bei niedrigeren
Wirkstoffkonzentrationen von 0,125 oder 0,25 pg/ml bis zur Enddichte von etwa
10® KBE/mI kontinuierlich erhdhten (nicht dargestellt). Die Exposition bei 0,5 ug
ENR/mI fiihrte Gber 20 h zu einer Reduktion um 1,5 logi. Danach begann die
Population wieder auszuwachsen. Bei 0,75 pg ENR/ml ergab sich bereits eine
starke bakterizide Wirkung. Nach 20 h war die Nachweisgrenze von < 10 KBE/ml
erreicht. Mit 4,5 x 10* und 8,8 x 10* KBE/ml lagen die Inokula in der angestrebten
Gréenordnung.

Abbildung 20. MHK von Enrofloxacin fiir S. aureus in Transsudat
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443 Bakterizide Aktivitat von Pradofloxacin in Transsudat

4.4.3.1 Zeitlicher Verlauf der Abtétung von E. coli

Die Wachstumskontrolle zeigte zundchst eine Reduktion der KBE/ml um 1 logso,
die moglicherweise einen Anpassungsvorgang des Inokulums aus Caso-Bouillon
an Transsudat widerspiegelte. Erst nach 4 h begann die Population
auszuwachsen. In Gegenwart von 0,06 pg PRA/mI zeigte sich bei 8 h eine
Reduktion der KBE/ml um 4 log1o, anschlielend kam es zum Auswachsen der
Population, so dass nach 24 h die Inokulumdichte und nach 72 h die fir TCF
typische Enddichte erreicht wurde (Abbildung 21, o). PRA-Konzentrationen von
0,48 und 0,96 ug/ml bewirkten eine Abnahme der KBE/ml um etwa 4,5 logo nach
4 h. Nach 24 h war die Nachweisgrenze (< 10 KBE/ml) bereits unterschritten und
bis zu 72 h ergab sich kein Wiederauswachsen.

Abbildung 21. Zeitlicher Verlauf der Abtétung von E. coli in Transsudat
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4.4.3.2 Zeitlicher Verlauf der Abtétung von S. aureus

Im Gegensatz zu E. coli kam es wahrend der Adaptationsphase des Inokulums bei
S. aureus nicht zur Verringerung der KBE/ml, sondern zu einer
Wachstumsverzdgerung von ca. 2 h. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 0,25 ug
PRA/ml (Y2 x MPC) konnte statische Aktivitat bis zu 2 h beobachtet werden, dann
folgten eine Reduktion um 3 log+o innerhalb von 6 h und statische Aktivitat bis 24 h
(Abbildung 22). Nach 72 h war die Nachweisgrenze (< 10 KBE/ml) erreicht. Eine
Konzentration von 0,5 uyg PRA/mI fihrte zunachst zu einer Reduktion von 4 log+o
nach 8 h, nach 72 h wurde die Nachweisgrenze (< 10 KBE/ml) erreicht. Bei 1 und
2 pg PRA/ml wurde S. aureus mit identischer, vermutlich maximaler Rate
abgetotet: Nach 8 h lagen Restpopulationen von < 100 KBE/ml vor und nach 24 h
war die Nachweisgrenze (< 10 KBE/ml) erreicht. Auch nach 72 h Inkubation war
S. aureus nicht mehr nachweisbar. Daher wurden die Versuchsanséatze auf
Sterilitat geprift, indem jeweils zwei Erlenmeyerkolben mit 100 ml Caso-Bouillon
mit je 100 pl der Versuchsansatze beimpft und Uber 7 Tage inkubiert wurden.
Selbst in der niedrigsten Wirkstoffkonzentration (0,25 pyg PRA/mI) zeigte sich kein
Bakterienwachstum.
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Abbildung 22. Zeitlicher Verlauf der Abtétung von S. aureus in Transsudat
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444 Postantibiotische Effekte von Pradofloxacin bei S. aureus in
Transsudat

Zur Bestimmung von postantibiotischen Effekten wurden Populationen mit hoher
Dichte (10° KBE/ml) eingesetzt. Die KBE/ml in einer unbehandelten
Wachstumskontrolle sowie im eigentlichen Ansatz, der 1,1 ug PRA/ml enthielt,
blieben bei einer zweistiindigen Exposition konstant. Danach wurde die
unbehandelte Kontrolle zentrifugiert, das Pellet resuspendiert, auf 10~ verdiinnt
und ihr Wiederauswachsen erfasst (x). Der Kurvenverlauf wird von der PAE-Kurve
(o) Uberlagert (siehe Abbildung 23). Wurde die verdinnte, nicht vorbehandelte
Wachstumskontrolle mit einer Sub-MHK Konzentration (0,03 pg PRA/ml) versetzt,
konnte ein SME von 0,2 h festgestellt werden (in der Abbildung nicht dargestellt).
Nach Ablauf der Vorbehandlung wurde PRA durch Zentrifugation und Waschen
der Zellen in NaCl abgetrennt. Das Pellet wurde resuspendiert und danach auf 4
Ansétze verteilt. Ein Ansatz enthielt keinen Wirkstoff (PAE), die librigen enthielten
PRA in Sub-MHK-Konzentrationen (vgl. Abschnitt 3.5.5). Ein Vergleich der
Auswachskinetiken der unbehandelten, verdinnten Population sowie der
vorbehandelten Population ohne erneute Wirkstoffzugabe ergab einen PAE von
0,4 h (in Abbildung 23 aufgrund von Uberlagerung der Kurven nicht deutlich zu
erkennen). Bei einer Zugabe von 2 MHK konnte ein PA-SME von 2,2 h
beobachtet werden. Bei 2 MHK zeigte sich ein PA-SME von 17 h und in
Gegenwart von % MHK kam es zu einer mindestens 10 h fortdauernden Abtétung
und nachfolgender Bakteriostase, so dass das Therapieintervall vollstandig
abgedeckt wurde. Die oben genannten MHK-Angaben beziehen sich auf die in
TCF ermittelten MHK-Werte. Die punktférmigen Linien in der Abbildung
verdeutlichen jeweils die Zunahme der Population um 1 log1o (Abbildung 23).
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Abbildung 23. PAE und PA-SME von Pradofloxacin bei S. aureus in Transsudat
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Als Vergleich zum TCF wurden der PAE und der PA-SME auch in Caso-Bouillon
ermittelt. Es ergab sich ein deutlich verlangerter PAE von etwa 2 h und ein PA-
SME (bei 0,03 pg PRA/mI = %2 MIC in Nahrlésung) von 18 h (vgl. Abbildung 24).
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Abbildung 24. PAE und PA-SME von Pradofloxacin bei S. aureus in Caso-Bouillon

Log KBE pro ml

10

Nachweisgrenze
rrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrreored
202 46 81012141618202224262830

Inkubationszeit (h)

PRA (pg/ml)

—»— Kontrolle



4 Ergebnisse 74

445  Abtdtungsverlauf in Trans- und Exsudatproben bei
authentischen Wirkstoffspiegeln

Zur Bestimmung der in TCF effektiv vorliegenden antibakteriellen Aktivitat wurden
im Verlauf einer Pharmakokinetikstudie TCF-Proben an zwei Zeitpunkten
entnommen: zum einen im Bereich der zu erwartenden Cyax von PRA im TC und
zum anderen am Ende des Therapieintervalls nach 24 h. Diese Proben wurden
entweder mit E. coli oder S. aureus beimpft, um deren Absterbekinetik zu
ermitteln. Die Exsudatproben von zwei Hunden (ID 0869 und ID 0084) wurden
jeweils unmittelbar nach der Entnahme hierfiir eingesetzt. Die Reproduktion
erfolgte ca. 3 Wochen spater fiir E. coli mit einer Transsudatprobe (ID 0869) und
fur S. aureus mit einer Exsudatprobe (ID 0860). Diese Proben waren bis zum
Versuchsbeginn bei —18 °C gelagert worden.

4.451 Abtotungsverlauf fir E. coli in Exsudat und Transsudat

Der Abtdtungsverlauf fir E. coli wurde mit Proben von einem Hund (ID 0869)
dargestellt. Somit war hier ein direkter Vergleich des antibakteriellen Potenzials
von PRA in Trans- und Exsudat méglich. Es ergab sich eine héhere antibakterielle
Wirksamkeit in Exsudat.

Die bei Crax entnommene Exsudatprobe enthielt 0,52 yg PRA/ml (siehe Abbildung
43). Nach 6 h Inkubation zeigte sich eine Reduktion der KBE/ml um 4 log1o. Nach
24 h war die Nachweisgrenze von < 20 KBE/ml erreicht (Abbildung 25).

In der Exsudatprobe, die am Ende des Therapieintervalls gewonnen worden war,
lagen 0,08 uyg PRA/ml vor. Hier ergab sich eine Verringerung der KBE/ml um etwa
2,5 log1g nach 6 h und bakteriostatische Aktivitat bis 24 h (Abbildung 25).
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Abbildung 25. Bakterizide Aktivitdt von Pradofloxacin gegen E. coli im Exsudat von
Hund ID 0869
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Eine Transsudatprobe, die 8 h nach Applikation von 3 mg PRA/kg KG entnommen
worden war, enthielt 0,37 pg PRA/ml (vgl. Abbildung 43). Bei dieser
Wirkstoffkonzentration kam es innerhalb von 10 h zu einer Reduktion der KBE/ml
um 6 logio. AnschlieBend stieg die Bakterienpopulation wieder um 1 logso an,
jedoch mit deutlich verringerter Wachstumsgeschwindigkeit (Abbildung 26).

Der Wirkstoffgehalt in der nach 24 h enthommenen Transsudatprobe lag bei 0,12
ug PRA/mI. In dieser Probe zeigte sich nach 6 h Inkubation eine Reduktion der
KBE/ml um insgesamt 3 logi. AnschlieBend kam es zu einem verzdgerten
Auswachsen der Bakterienpopulation. Bis zum Ende des Versuchs nach 50 h
stieg die KBE/ml bis auf 2 x 10® KBE/ml an (nicht abgebildet).
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Abbildung 26. Bakterizide Aktivitdt von Pradofloxacin gegen E. coli im Transsudat
von Hund ID 0869
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Zur Prifung, ob in den wieder ausgewachsenen Populationen Varianten mit
verringerter Empfindlichkeit vorlagen, wurden je 10 Klone der drei
Versuchsansatze (Abbildung 26) aus der KBE-Bestimmung nach 24 h isoliert und
deren MHK-Werte im Agardilutionstest ermittelt. Wahrend die MHK in der
Kontrolle zwischen 0,015 und 0,03 pg/ml lag, ergab sich in beiden Ansatzen mit
Pradofloxacin eine Erhéhung der MHK auf 0,125 pg/ml. Parallel wurden die
minimalen Hemmstoffkonzentrationen von Enrofloxacin ermittelt, die ebenfalls
zwischen 0,015 und 0,03 pg/ml betrugen und somit keine Erhéhung zeigten. In
Gegenwart des Efflux-Inhibitors Phenylalanyl-Arginyl-R-Naphthylamid verringerte
sich die MHK fir beide Substanzen auf 0,004 bis 0,008 ug/ml, was auf eine
erhdhte Efflux-Aktivitat fir PRA hindeutete.
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4452 Abtétungsverlauf bei S. aureus in Exsudat

In der nach 8 h gewonnenen Exsudatprobe von Hund ID 0084 lag eine
Wirkstoffkonzentration von 0,29 ug PRA/ml (vgl. Abbildung 45) vor. Die Population
von S. aureus nahm kontinuierlich ab, und nach 24 h Inkubation war die
Nachweisgrenze von < 20 KBE/ml erreicht (Abbildung 27). Eine weitere Priifung
nach 48 h Inkubation ergab keinen Hinweis auf eine Restpopulation: das Ergebnis
lag unter der Nachweisgrenze. Bei dieser Konzentration entsprach der initiale
Verlauf der Abtdtungskurve dem in Transsudat (vgl. Abschnitt 4.4.3.2; Abbildung
22, o).

In der am Ende des Therapieintervalls entnommenen Exsudatprobe, deren PRA-
Gehalt (0,11 pg/ml) in der GroRenordnung der MHK fir S. aureus in TCF lag,
konnte sich S. aureus nach vorausgegangener Reduktion der Keimzahl um 3 log1g
bis zu 13 h nicht vermehren (Abbildung 27). Danach erfolgte jedoch ein
Auswachsen der Population bis auf 1,2 x 10’ KBE/ml nach 50 h Inkubation (nicht
dargestellt).
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Abbildung 27. Bakterizide Aktivitdt von Pradofloxacin gegen S. aureus im Exsudat
von Hund ID 0084

Log KBE pro ml

PRA (pg/ml)
—O— 0,11
—— 0,29
—»— Kontrolle

1 Nachweisgrenze

0 4 8 12 16 20 24
Inkubationszeit (h)



4 Ergebnisse 79

In einer Exsudatprobe von Hund ID 0860, die nach 8 h gewonnen und
zwischengelagert worden war, wurde eine Wirkstoffkonzentration von 0,43 g
PRA/ml nachgewiesen (Abbildung 46). Zunachst zeigte sich bis zu 24 h Inkubation
eine stetige Reduktion um etwa 5 log+o (Abbildung 28). Die Nachweisgrenze wurde
jedoch nicht ganz erreicht, und nach 96 h Inkubation war die Population wieder um
etwa 2 logso angestiegen (nicht abgebildet).

Die bei 24 h entnommene Exsudatprobe enthielt 0,07 uyg PRA/mI, was etwa der
Halfte der minimalen Hemmstoffkonzentration fur S. aureus im TCF entsprach. Die
Keimzahl in diesem Ansatz blieb bis zu 96 h, dem Ende des Versuchs, konstant;
es lag zumindest bakteriostatische Aktivitat vor.

Abbildung 28. Bakterizide Aktivitdt von Pradofloxacin gegen S. aureus im Exsudat
von Hund ID 0860
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Im Anschluss an den Versuch wurden nach 96 h isolierte Klone zunachst durch
Bestimmung der MHK im Agardilutionstest nach CLSI-Richtlinien charakterisiert.
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Fir Klone der nach 8 h enthommenen Exsudatprobe (Abbildung 28, o) lag der
MHK-Wert zwischen 0,06 und 0,125 pg PRA/mI. 2 von 10 dieser Klone, die den
héheren MHK-Wert von 0,125 pg PRA/mI zeigten und ein Isolat mit dem MHK-
Wert von 0,06 pg/ml wurden mittels DNA-Sequenz-Analyse (Prof. Dr. P. Heisig,
Universitdt Hamburg) auf das Vorliegen einer Punktmutation im Chinolon-
Resistenz-determinierenden Abschnitt des Gens fiir die Untereinheit A der
Topoisomerase |V gepriift. Es lag keine Punktmutation vor.

Fir 10 Klone aus der 24-h-Exsudatprobe (Abbildung 28, o) ergab sich ein MHK-
Wert von 0,06 ug PRA/ml und fir 10 Klone der Kontrolle zwischen 0,03 und
0,06 pg PRA/mI, d. h. es war keine MHK-Erhéhung nachweisbar.

Vergleichend wurde wiederum die MHK von ENR ermittelt. Bei 2 von 10 Klonen
der 8-h-Exsudatprobe zeigte sich eine Erhéhung der MHK auf 0,25 pg ENR/m.
Einer dieser Klone hatte ebenfalls eine MHK-Erhéhung gegeniiber PRA gezeigt. In
der 24-h-Exsudatprobe und der Kontrolle wurden keine Klone mit erhohter
Empfindlichkeit gegentiber ENR nachgewiesen. Die MHK-Werte lagen hier mit
0,12 yg ENR/ml an der oberen Grenze.
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5 DISKUSSION

Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines ,Tissue-
Cage“-Modells beim Hund. Mit Hilfe dieses Modells kénnen Proben von
Gewebsflissigkeit entnommen werden, die sich in den Hohlrdumen der subkutan
implantierten TCs ansammelt. Durch Perforationen in den TCs befindet sich das
TCF in stédndigem Austausch mit der Interstitialflissigkeit und ist somit
reprasentativ fiir diese®. Die Interstitialfliissigkeit ist von Interesse, weil bakterielle
Infektionen meist im extrazelluldren Bereich der Gewebe stattfinden. Das
antibakterielle Potenzial einer Substanz wird in der Regel jedoch aus
Einfachheitsgriinden ausschlief3lich anhand der Serumkonzentration, die meist
nicht den Ort der Infektion widerspiegelt, gemessen''®. Dazu wird der MHK-Wert
in vitro bestimmt. Wird ein ,Tissue-Cage”-Modell in einer pharmakokinetischen
Studie benutzt, so kann neben dem Konzentrations-Zeit-Verlauf im Serum
gleichzeitig auch die Konzentration eines Wirkstoffs in Gewebsflissigkeit bestimmt
und somit die Penetration eines Antibiotikums an den Ort des
Infektionsgeschehens abgeschatzt werden.

Pradofloxacin ist ein neues Chemotherapeutikum aus der Klasse der
Fluorochinolone, das sich derzeit in der Zulassung befindet. Es ist das erste
Fluorochinolon der dritten Generation, das fur die Veterindrmedizin zur
Bekdmpfung bakterieller Infektionen bei Hund und Katze entwickelt wurde. Als
Infektionserreger kommen beim Hund beispielsweise Staphylococcus intermedius,
E. coli, Proteus mirabilis und Pseudomonas aeruginosa bei Pyodermien,
Staphylococcus intermedius, Streptococcus canis und E. coli bei Wund- und
Weichteilinfektionen, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., E. coli und
Staphylococcus spp. bei Harnwegsinfektionen sowie Porphyromonas spp.,
Prevotella spp. und Fusobacterium spp. bei Gingivitis und Periodontitis in Frage.
Die hohe In-vitro-Effektivitdt von Pradofloxacin gegen gramnegative und
grampositive Bakterien sowie Anaerobier wurde bereits in einigen Studien
gezeigt'#+198.166.168200 ng dje Klinische Wirksamkeit in mehreren umfangreichen
Feldstudien belegt''"'®""® Das Standard-Dosierungsschema der Pradofloxacin-
Tabletten beim Hund liegt bei 3 mg/kg KG einmal taglich tUber 7 Tage. Die
Behandlungsdauer kann jedoch bei Pyodermien (14 - 63 Tage) und
Harnwegsinfektionen (7 — 21 Tage) verlangert werden. Fir Katzen wurde eine
orale Suspension von Pradofloxacin entwickelt. Da es in der Praxis durchaus
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Ublich ist, eine fir Katzen zugelassene Formulierung auch bei kleinwiichsigen
Hunden anzuwenden, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die wichtigsten
pharmakokinetische Parameter flir Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension in Serum
und TCF beim Hund zu ermitteln. Daflir wurde das oben beschriebene ,Tissue-
Cage”-Modell genutzt. Die aus dem ,Tissue-Cage”-Modell gewonnenen Proben
wurden auflerdem eingesetzt, um das pharmakodynamische Verhalten von
Pradofloxacin in Gewebsfllssigkeit zu beurteilen. Zunachst kamen die gangigen
In-vitro-Methoden zur Anwendung, um Basisinformationen fiir das antibakterielle
Potenzial von Pradofloxacin im TCF zu generieren. Zudem wurden
Absterbekinetiken in TCF-Proben mit authentischem Wirkstoffgehalt untersucht.

5.1 Beurteilung des ,Tissue-Cage“-Modells

Ein zuvor beschriebenes Modell mit zylindrischen, aus einem Silikonschlauch
gefertigten TCs®"""*2 kam beim Hund zur Anwendung. Im Gegensatz zu den in der
Literatur aufgezeigten Problemen mit bakteriellen Infektionen nach der
Implantation der TCs?*'%2'% verlief die Etablierung des Modells in dieser Arbeit
ohne Zwischenfalle. Nach der Implantation kam es anfangs zu einer Serombildung
an den Implantationsstellen, die bei den einzelnen Tieren unterschiedlich stark
ausgepragt war. Es traten keine bakteriellen Infektionen auf und nach der
Einheilungsphase und dem Abklingen der Serome konnten alle implantierten TCs
fur die Studien genutzt werden. Aufgrund der mehrwdchigen Einheilungsphase ist
eine langfristige Studienplanung bei der Arbeit mit diesem Modell unverzichtbar.
Die TCs wurden von den Hunden gut toleriert und ihr Wohlbefinden sowie das
Verhalten dadurch nicht beeintréchtigt. Durch die Lokalandsthesie der Haut ber
den TCs waren die Probenentnahmen nicht schmerzhaft. Nach Beendigung der
Studien konnten die TCs entfernt werden, ohne dass die Tiere einen irreversiblen
Schaden zurlickbehielten. Daher kann das Modell beziiglich der Durchfiihrbarkeit
und unter Berlicksichtigung der Tierschutzaspekte als geeignet betrachtet werden.
Ein Nachteil ist jedoch, dass die Implantation und die Exstirpation der TCs unter
Allgemeinanésthesie erfolgen missen, was flir die Tiere ein gewisses
Narkoserisiko bedeutet.

Die Verwendung des Entziindungsmediators Carrageenan im TC ist ethisch
vertretbar, da nur eine lokal begrenzte, reversible Entziindung ausgeldst wird'>?,
die offensichtlich nicht mit nennenswerten Schmerzen oder einer Beeintréachtigung
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des Allgemeinbefindens einhergeht. Das Vorliegen einer Entziindung wurde in
dieser Arbeit durch eine vergleichende Bestimmung der Zellzahl in TCF ohne
(Transsudat) und mit Entziindungsreiz (Exsudat) belegt. In TCF ohne
Entziindungsreiz wurde eine Leukozytenzahl im Bereich von 0 — 400 Zellen/pl
beschrieben'®. Diese Ergebnisse konnten fiir Transsudat in dieser Arbeit bestétigt
werden. Es zeigte sich im Exsudat ein deutlicher Anstieg der Zellzahl, mit einem
Maximum 24 h post injectionem, wohingegen im Transsudat die Zellzahl gering
war und anndhernd konstant blieb (vgl. Abschnitt 4.2.1). Ahnliche Ergebnisse
bezliglich des Entziindungsverlaufs nach Carrageenan-Injektion wurden ebenfalls
in einer anderen Studie beim Hund® und fiir andere Tierarten wie Schaf, Ziege,
Rind und Schwein ermittelt'®2. Die Hunde zeigten unterschiedlich starke
Entziindungsreaktionen. Bei einem Hund war in der 2. Studie die maximale
Leukozytenzahl nicht nach 24 h erreicht, sondern erst nach 96 h. AuRerdem zeigte
dieses Tier im gesamten Studienverlauf eine deutlich héhere Zellzahl als die
anderen Hunde. Die dominierende Zellart im Exsudat waren neutrophile
Granulozyten, was bei einer akuten Entziindungsreaktion auch zu erwarten war.
Im Entziindungsverlauf kam es zu einer Zunahme der Monozyten® %, Zzur
weitereren Charakterisierung der TCF-Proben erfolgte eine Proteinbestimmung in
Trans- und Exsudatproben. Die erhobenen Befunde stimmten mit
Literaturangaben zum Proteingehalt in Transsudat (< 2,5 — 3,0 g/dl) bzw. in
Exsudat (> 3,0 g/dl) tiberein®. Um eine mégliche systemische Auswirkung der
lokalen Entzindung zu prifen, wurden hamatologische Untersuchungen
durchgefiihrt. In der zweiten Studie fiel lediglich ein Hund mit einer geringgradigen
Leukozytose auf, die nach 24 h und somit zeitgleich mit der maximalen
Leukozytenzahl im Exsudat auftrat. In der 3. Studie zeigten zwei Hunde eine
geringgradige Leukozytose zwischen 24 h und 36 h, also ebenfalls im Bereich der
maximalen Zellkonzentration im TC. Dies koénnte Ausdruck einer erhdhten
individuellen Sensitivitdt oder aber auch durch Aufregung bei der Blutentnahme
bedingt sein®. Da bei der Mehrzahl der Hunde keine Leukozytose auftrat, scheint
die Carrageenan-Injektion also nur in Einzelféllen zu systemischen Auswirkungen
zu fihren, die im weil3en Blutbild sichtbar werden. In der Regel bleibt es bei einer
milden, lokal begrenzten Entziindung und einer relativ konstanten Leukozytenzahl
im Blut'®2'%%, Die bei einem Tier bei mehreren Blutuntersuchungen auftretende
Leukopenie wurde nicht weiterflihrend untersucht, weil anscheinend kein
Zusammenhang mit der Injektion von Carrageenan oder der Applikation von
Pradofloxacin bestand, da sie u.a. auch zu Beginn der 3. Studie (Nullwert) auftrat.
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Bei den hdmatologischen Untersuchungen fielen weiterhin Veranderungen bei den
eosinophilen Granulozyten auf. Die Eosinophilie trat vorwiegend bei einem Hund
bei fast allen Probenentnahmen und bei einem weiteren Hund sporadisch auf.
Eine Eosinophilie kann wu.a. durch Parasitosen, Allergien, Laufigkeit und
Infektionskrankheiten in der Heilphase ausgeldst werden®. Die hier zugrunde
liegende Ursache konnte nicht geklart werden. Des Weiteren gab es
Veranderungen im roten Blutbild und bei den Thrombozyten, die durch die
wiederholten Probenentnahmen bedingt sein kénnten®:10"144,

In der Literatur wurde bereits berichtet, dass die TCs als Fremdkorper mit der Zeit
von einer immer dicker werdenden Gewebekapsel umgeben und die Perforationen
der TCs mit Bindegewebe ausgefiillt werden'. Die histopathologischen
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit bestétigten diesen Befund. Die TCs
waren nach einer Verweildauer im Koérper von 8,5 bis 11 Monaten von einer
durchschnittlich 0,5 — 0,7 mm dicken Bindegewebskapsel umgeben. An den
Perforationen wuchs das Bindegewebe, welches von Blut- und LymphgefalRen
durchzogen war, in die TCs ein und im Inneren der TCs bildete sich eine
fadenartige Verbindung aus Bindegewebe, welches in der Mitte des TCs eine
zentrale Nekrose umhiillte (siehe Abschnitt 4.2.3.1). Insgesamt zeigten sich
geringgradige Entziindungsreaktionen, die jedoch bei den einzelnen Hunden
unterschiedlich stark ausgepragt und bei den beiden TCs, in denen ein
Entzlindungsreiz gesetzt worden war, deutlicher waren als in TCs ohne
Entziindungsreiz. Lediglich bei einem Hund zeigte sich eine stérkere entziindliche
Reaktion, die vermutlich eine erhdhte individuelle Sensitivitdt auf die vom
Organismus als Fremdkdrper erkannten Implantate ausdriickt. Es bleibt offen, was
die in TC-C bei 3 Hunden beobachteten Pigmentablagerungen im neu gebildeten
Bindegewebe ausgeldst hat. Vermutlich handelte es sich dabei um Hamosiderin.
Ablagerungen von Hamosiderin kénnen durch Blutungen ausgeldst werden®.
Méglicherweise sind sie im Rahmen der Probenentnahmen, durch Punktion eines
BlutgefalRes entstanden oder beim Einwachsen des Gewebes durch Stauungen
und Verschlisse im Gewebe, die zur Thrombenbildung gefiihrt haben. Aus dem
starken Einwachsen von Bindegewebe an den Perforationsstellen ergibt sich
maoglicherweise ein Nachteil des Modells, da es das Diffusionsvermdgen der
interstitiellen Flussigkeit in das Kammersystem und damit auch die Penetration
des verwendeten Wirkstoffs beeintrdchtigen kénnte. Mit zunehmender
Verweildauer des TCs im Korper ist deshalb mit einer geringeren Penetration in
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die TCs zu rechnen. Der TC wird daher als tiefes peripheres, schwer zugéngliches
Kompartiment gesehen, was im Falle einer induzierten Entziindung einem
Abszess nahekommen kénnte?**'®" Grundsatzlich ist jedoch nicht geklart,
welcher physiologischen Struktur ein TC entsprechen soll. In diesem
Zusammenhang spielt auch die Beschaffenheit der TCs eine Rolle. Dabei ist das
Verhaltnis der perforierten Oberflache zum Kammervolumen von entscheidender
Bedeutung. Eine kleine Austauschflaiche bei einem groRen Kammervolumen
spiegelt nicht den normalen Interstitialraum wider, sondern eher Gewebe mit
geringer Durchblutung®®*'®. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
zylindrischen TC hatten eine geringe Austauschflache. Dadurch verliert das Modell
jedoch nicht seine Aussagekraft, denn bei bakteriellen Infektionen kommt es
haufig zu Flissigkeitsansammlungen, Bildung von Granulationsgewebe und
Abkapselung und damit auch zu Behinderung der Diffusion im betroffenen
Gebiet™.

Verschiedene Methoden sind gebrauchlich, um periphere Konzentrationen eines
Wirkstoffes zu bestimmen. Hierzu gehéren die direkte Biopsie der Gewebe, das
»Tissue-Cage“-Modell und die Ultrafiltration. Ein Vorzug des ,Tissue-Cage*-
Modells ist, dass eine wiederholte Probenentnahme von Interstitialflissigkeit
mdoglich ist und somit erst die Erstellung von Konzentrations-Zeit-Kurven erfolgen
kann. Weiterhin kann das Modell zum Vergleich von normaler und entziindeter
Gewebsflussigkeit herangezogen und zur Ex-vivo- oder In-vivo-Prifung der
antibakteriellen Wirksamkeit von Antiinfektiva genutzt werden. Das Modell stellt
eine Briicke zwischen In-vitro-Untersuchungen und klinischen Priifungen dar*®%,
da mit den aus dem Modell gewonnenen biologischen Medien
pharmakodynamische Versuche wie beispielsweise eine MHK-Bestimmung
aulerhalb des Korpers durchgefihrt werden kénnen, was der Situation in vivo
einen Schritt ndher kommt, als Versuche in artifiziellem Nahrmedium. Im ,Tissue-
Cage“-Modell wird die gesamte Wirkstoffkonzentration der Interstitialflissigkeit
bestimmt. Es kann nicht direkt zwischen an Protein gebundener und
ungebundener Wirkstoffkonzentration unterschieden werden. Der freie, nicht an
Protein gebundene Anteil des Wirkstoffs ist entscheidend, da nur er antibakteriell
wirksam ist. Mit der Ultrafiltration hingegen kann die freie Wirkstoffkonzentration
bestimmt werden, da die Gewinnung von Interstitialflissigkeit durch eine
semipermeable Membran mit einer Porengrée von < 30000 Dalton erfolgt'®43,
Vielfach werden auch anhand von Gewebe-Biopsien/Homogenaten Riickschlisse
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auf die Wirksamkeit eines Antibiotikums gezogen. Dieser Methode ist das , Tissue-
Cage“-Modell Uberlegen, da mit Homogenaten intra- und extrazellulare
Antibiotikumkonzentrationen vermischt werden, was zu einer Fehleinschatzung
der Konzentration am Ort der Infektion fihrt. Wirkstoffe, die hauptsachlich
extrazellular verteilt sind, wie z. B. die Beta-Lactame und die Aminoglykoside,
werden unterschatzt, wohingegen Wirkstoffe, die sich auch in den Zellen
anreichern, wie z. B. Fluorochinolone oder Makrolide, Gberschatzt werden 4119120,

5.2 Pharmakokinetik von Pradofloxacin

Der Konzentrations-Zeit-Verlauf von Pradofloxacin im Serum bei Hunden nach
oraler Applikation von Pradofloxacin-Tabletten in verschiedenen Dosierungen
wurde bereits beschrieben und daraus das Standard-Dosierungsschema von
3 mg/kg KG festgelegtez. In weiteren Studien erfolgte die Prifung der oralen
Bioverfligbarkeit sowie die Bestimmung von Hautkonzentrationen®®43 |n der
vorliegenden Arbeit erfolgte erstmalig die Prifung der Pharmakokinetik von
Pradofloxacin im ,Tissue-Cage“-Modell und darliber hinaus liegen zur
Pharmakokinetik der oralen Suspension beim Hund noch keine veroffentlichten
Ergebnisse vor. Die Standard-Dosierung von 3 mg/kg KG konnte fir die orale
Suspension bereits in pharmakokinetischen Studien bestatigt**'"® und daher bei
den vorliegenden Untersuchungen eingesetzt werden.

Wahrend einer der drei durchgefihrten Pharmakokinetikstudien wurde bei 2 von 6
Hunden an einem bzw. mehreren Behandlungstagen Diarrhd festgestellt. Dies
kénnte durch Pradofloxacin bedingt sein, da gastrointestinale Stérungen vereinzelt
als Nebenwirkung einer Fluorochinolon-Therapie auftreten kénnen'®2. Ein Tier
zeigte wahrend einer Studie eine reduzierte Futteraufnahme zwei Tage vor der
Behandlung mit Pradofloxacin und an drei Behandlungstagen. Da dies auch schon
vor Behandlungsbeginn auffiel, wurde die verringerte Nahrungsaufnahme nicht mit
der Pradofloxacin-Therapie in Zusammenhang gebracht. Zur Prifung der
Vertraglichkeit des Wirkstoffs wurde weiterhin zu Beginn und am Ende jeder
Studie eine klinisch-chemische Blutuntersuchung durchgefiihrt. Dabei gab es
keine Veranderungen. Insgesamt konnte Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension
somit als gut vertraglich beim Hund eingestuft werden.

Die Serum-Pharmakokinetik von Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension
unterschied sich hinsichtlich der maximalen Konzentration und der AUC von den
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fur die Tablette ermittelten Daten. Die in den vorliegenden Studien gemessenen
Cmax- und AUC-Werte lagen sowohl nach der 1. Applikation als auch nach der
5. Applikation unter den nach der Applikation von Pradofloxacin-Tabletten
festgestellten Werten®2. Dies kénnte an dem in der Suspension verwendeten
lonenaustauscher liegen. Er dient dazu, den bitteren Geschmack des Wirkstoffs
zu minimieren. Es kommt anscheinend zu einer unvollstdndigen Freisetzung.
Studien zur Bioverfligbarkeit der oralen Suspension liegen beim Hund noch nicht
vor, aber bei der Katze liegt die Bioverfiigbarkeit bei nur 60 %°', wohingegen die
Tablette eine Bioverfugbarkeit von 70 % aufweist®®. Die Pradofloxacin-Tablette ist
beim Hund zu ann3dhernd 100 % bioverfigbar®. Die orale Suspension weist
vermutlich auch beim Hund eine geringere Bioverfligbarkeit auf als die Tabletten.
Die maximale Konzentration wurde in den vorliegenden Studien nach der gleichen
Zeit erreicht wie nach Applikation der Tabletten und die Halbwertszeit (,steady
state”) war mit den Literaturangaben zur Tablette vergleichbarez. Der
Akkumulationsindex lag in beiden Studien unterhalb des Grenzwertes, der fir
Wirkstoffe, die einmal taglich verabreicht werden und eine kiirzere Halbwertszeit
als 12 h haben, beschrieben wurde'®. Folglich kam es nicht zu einer
Akkumulation des Wirkstoffs im Serum. Es bleibt offen, warum einer der Hunde in
allen drei Studien eine hdéhere maximale Serumkonzentration zeigte als die
anderen Tiere.

Das Hauptziel der Studien war die Untersuchung der Pharmakokinetik von
Pradofloxacin in Gewebsflissigkeit. Die maximale Konzentration im TCF war
niedriger und wurde nach der maximalen Serumkonzentration erreicht. Die
Elimination aus dem extravaskularen Bereich war langsamer als aus dem Serum.
Diese Beobachtungen stimmten mit vorhandenen Literaturangaben Uberein, in
denen Fluorochinolone, aber auch andere Antibiotika bei verschiedenen Spezies
wie z.B. Hund, Rind und Kamel im ,Tissue-Cage“-Modell untersucht
wurden?19:123163.187.188  Boj Kompartimenten (,Tissue-Cages®) mit einer geringen
Austauschfléache im Verhaltnis zum Volumen zeigt sich keine Ahnlichkeit der
Konzentrations-Zeit-Kurven in Serum und Gewebe, die maximale Konzentration
im TC ist niedriger als 50 % der maximalen Serumkonzentration'?. Die
Konzentrations-Zeit-Verlaufe im Gewebe sind folglich durch das angewendete
Modell und wie zuvor bereits erwahnt auch durch das Alter der TCs bedingt. Diese
Annahme wird bestarkt durch das Ergebnis einer Studie mit Marbofloxacin,
welches direkt nach Implantation von TCs und Infektion derselben mit
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S. intermedius i.v. verabreicht wurde und im Exsudat die gleiche Konzentrationen
wie im Serum erreichte®.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein geringflgiger Unterschied in der
Wirkstoffkonzentration bei Transsudat und Exsudat. Die mittlere maximale
Konzentration von Pradofloxacin im Exsudat Uberstieg die im Transsudat, jedoch
konnte diesbezliglich kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Bei der Betrachtung der statistischen Auswertung muss berlicksichtigt werden,
dass es sich in den vorliegenden Studien um eine sehr geringe Fallzahl handelt
(n = 6) und folglich ein nicht signifikanter Unterschied hier nicht beweisend ist. Die
mittlere maximale PRA-Konzentration in Transsudat lag nach der 1. Applikation
bei etwa 44 bis 52 % und nach der 5. Applikation bei 55 bis 63 % der mittleren
maximalen Serumkonzentration. Fir Exsudat konnte nach der 1. Applikation eine
mittlere maximale PRA-Konzentration von fast 56 % und nach der 5. Applikation
von ca. 74 % der mittleren maximalen Serumkonzentration festgestellt werden. In
der 3. PK-Studie wurden niedrigere PRA-Konzentrationen festgestellt, die sowohl
in Trans- als auch in Exsudat nur 40 % des mittleren Cnax-Wertes in Serum
erreichten. In der Literatur finden sich ahnliche Werte flr Fluorochinolone im
TCF2186-18 Dass die Penetration von Pradofloxacin in die TCs in der 3. PK-Studie
insgesamt niedriger war als in den anderen beiden Studien, liegt wahrscheinlich
am zunehmenden Alter der TCs, da, wie oben bereits beschrieben, mit der Zeit
eine immer dicker werdende Kapsel den TC umhdiillt und die Perforationen des
TCs mit Bindegewebe ausgefiillt werden'3®.

Die AUC in Trans- und Exsudat war nach der ersten Applikation bzw.
Einfachapplikation geringer als im Serum. Im ,steady state” jedoch wurde in
Transsudat und Exsudat eine hdhere Gesamtexposition erreicht. Die hohe AUC im
TCF wird beeinflusst durch die langere Halbwertszeit im TC. In einer Studie wurde
allerdings bei drei Hunden im Exsudat eine geringere Halbwertszeit als in Serum
und Transsudat beobachtet, was mdglicherweise durch die Entziindungsreaktion
ausgeldst wurde, da bei akuten Entziindungen eine vermehrte Durchblutung der
betroffenen Lokalisation und somit ein schnellerer Abtransport des Wirkstoffs
erfolgt'®*.

Die Studien mit Entziindungsreiz sollten Aufschluss dariber geben, ob die
Entziindung die Konzentration des Antibiotikums im TCF beeinflusst. Wie auch in
anderen Studien®'®® war in der vorliegenden Arbeit die Wirkstoffkonzentration in



5 Diskussion 89

Transsudat und Exsudat &hnlich, obwohl in einer Studie mit radioaktiv markiertem
Enrofloxacin belegt wurde, dass dies durch Leukozyten ins Exsudat transportiert
wird®. Zudem konnte die Akkumulation von Pradofloxacin in Leukozyten bereits
gezeigt werden'®. Méglicherweise ist aber die durch Leukozyten an den Ort des
Infektionsgeschehens gebrachte Wirkstoffmenge nicht gro® genug, um eine
deutlich héhere Konzentration im Exsudat hervorzurufen. Die einzelnen Hunde
zeigten unterschiedliche Ergebnisse bzgl. der PRA-Konzentration in Trans- und
Exsudat: meist war die Konzentration im Exsudat héher, was sich auch bei der
Mittelwertsberechnung bemerkbar machte. Bei einem Hund war jedoch in beiden
Studien die Konzentration in Transsudat héher als in Exsudat, obwohl eine hohe
Anzahl an Leukozyten im Exsudat vorhanden war. Dies zeigte sich in einer der
Studien auch bei zwei weiteren Hunden. Warum diese individuellen Unterschiede
auftraten, konnte nicht ermittelt werden.

Vergleicht man die vorliegenden Resultate mit den PRA-Konzentrationen, die von
Fraatz und Mitarbeitern® nach mehrfacher oraler Applikation in der Haut ermittelt
wurden, fallt auf, dass die PRA-Konzentration in der Haut anders als die
Konzentration im TC die Serumkonzentration Uberstieg. Dies kdnnte zum einen
durch eine verzogerte Elimination des Wirkstoffs aus der Haut®® und zum anderen
durch die Homogenisierung des Gewebes zustande kommen. Eine Hautprobe
(Biopsie) enthalt sowohl intra- als auch extrazellular vorhandenen Wirkstoff, was
besonders bei Fluorochinolonen, die sich auch intrazellular anreichern, zu einer
Uberschatzung filhren kann (s. 0.). Im Gegensatz dazu wird bei einer TCF-Probe
nur der extrazellulare Wirkstoff bestimmt und dadurch ergibt sich eine niedrigere
Konzentration.

5.3 Pharmakodynamische Aspekte

Die antibakterielle Aktivitdt von Pradofloxacin in der interstitiellen Flissigkeit wurde
mit Hilfe von Sensitivitatstests (MHK), Absterbekinetiken und postantibiotischen
Effekten charakterisiert. Die Untersuchungen erfolgten mit Referenzstdmmen von
E. coli und S. aureus, da diese haufig vorkommende Infektionserreger sind. Durch
die Auswahl eines gramnegativen sowie eines grampositiven Keimes konnte das
antibakterielle Potenzial von Pradofloxacin in beiden Bereichen abgeschatzt
werden. E. coli gehért zur Dickdarmflora und S. aureus kommt auf der Haut vor.
Beide Bakterienspezies sind fakultativ pathogen, d.h. sie koénnen unter
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bestimmten Bedingungen, wie beispielsweise bei mangelnder Hygiene oder
150

geschwachter Immunabwehr zu Infektionen fuhren™".

In der klinischen Praxis kommt der minimalen Hemmstoffkonzentration die gréite
Bedeutung zu. Sie wird eingesetzt, um die Empfindlichkeit eines Isolates
gegenuber einer Auswahl von Antibiotika zu beurteilen. Der MHK-Wert wird auch
fir Modellrechnungen zur pharmakodynamischen Aktivitdt einer Substanz
verwendet. Er ist somit ein Parameter fir die Abschatzung des Therapieerfolgs
und daraus resultiert die Therapieempfehlung. Ein weiteres Einsatzgebiet ist das
sog. Resistenzmonitoring. In unterschiedlichen geografischen Bereichen (Bezirks-,
Landes-, globale Ebene) wird das Auftreten von verminderter Empfindlichkeit bis
hin zur Resistenz gegen individuelle Wirkstoffe sowie diverse Antibiotika-Klassen
anhand der MHK uberwacht. Bei der standardisierten Methode zur MHK-
Bestimmung38 wird eine relativ kleine Population (5 x 10° KBE/ml) eingesetzt und
die Wirkstoffkonzentration ermittelt, die die Bildung von makroskopisch sichtbaren
Kolonien in einem Zeitraum von 18 + 2 Stunden hemmt. Die Untersuchungen
erfolgen in  synthetischen Nahrlésungen oder Agar, die optimales
Bakterienwachstum ermdglichen, wozu praktisch unbegrenzte Konzentrationen
aller zum Wachstum notwendigen Stoffe vorhanden sein missen. Véllig anders ist
die Situation in natirlicher Umgebung, z. B. TCF, in der Wachstumsfaktoren, wie
beispielsweise Eisen oder andere Spurenelemente, limitiert sind*®. AuRerdem
kommen diverse Immunabwehrmechanismen hinzu. Daher haben MHK-Werte, die
in natlrlichen Medien ermittelt wurden, vermutlich eine hohere klinische Relevanz,
als die Ublicherweise in Nahrmedium erzeugten®''. Die MHK diverser Antibiotika,
wie Danofloxacin oder Marbofloxacin, gegeniber verschiedenen Bakterienspezies
wurde in Serum, Transsudat und Exsudat bei mehreren Tierarten durch
Bestimmung der KBE/ml (siehe Abschnitt 2.4.1) untersucht. So zeigte sich fiir
Marbofloxacin und Danofloxacin beim Kalb eine MHK-Erhéhung bzgl. eines
Stammes von M. haemolytica in Muller-Hinton-Bouillon, Serum und Transsudat im
Vergleich zu der in Agar ermittelten MHK. Die MHK-Unterschiede in Miller-Hinton-
Bouillon und Agar zeigen, dass die MHK auch von der jeweiligen
Bestimmungsmethode abhéngt, was bei einem Vergleich von MHK-Werten
berticksichtigt werden muss. Der MHK-Wert von Danofloxacin gegenliber einem
E. coli-Stamm wurde in Muller-Hinton-Bouillon sowie Serum, Transsudat und
Exsudat aus dem Kamel bestimmt. Im Serum war die MHK doppelt so hoch wie in
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den anderen Medien. In diesem Fall gab es keine Angabe zur MHK im
Agardilutionstest?>5'%",

In der vorliegenden Arbeit ergab sich fiir Pradofloxacin und Enrofloxacin sowohl
fur E. coli als auch fur S. aureus in Transsudat eine Erhéhung der MHK um das 2-
bis 3-fache im Vergleich zu Standard-Testbedingungen (Agardilution)””. Ein
Erkldrungsansatz dafir war moglicherweise die Proteinbindung in natirlichen
Fliissigkeiten®>. Wie oben bereits beschrieben unterscheidet sich die
Zusammensetzung von Nahrmedium und Interstitialfliissigkeit u. a. hinsichtlich des
Elektrolytgehalts und der Verfiigbarkeit von Wachstumsfaktoren. In Nahrmedium
besteht kein Selektionsdruck, die Population findet optimale
Wachstumsbedingungen vor und wachst bis zur maximal mdglichen Dichte heran.
Bakterien im Wachstum sind besonders empfindlich gegentber antibakteriellen
Substanzen. In natlrlichen Medien (TCF) hingegen besteht auf Grund der
Knappheit an Ressourcen ein allgemeiner Selektionsdruck. Die Population kann
nicht ungehindert auswachsen. Hinzu kommt der Selektionsdruck durch das
Antibiotikum. Somit kdnnte es sein, dass weniger empfindliche Subpopulationen
dominieren und folglich zu einer Erhéhung der MHK fiihren.

Aus den oben genannten Unterschieden ergeben sich Konsequenzen fiir PK/PD-
Kalkulationen, deren Grundlage die MHK ist. Da die Bedingungen in vivo andere
sind als in vitro, kann das Modell irrefiihrend sein. So koénnte beispielsweise die
Berechnung eines AUC2/MHK-Verhaltnisses mit einem in vitro ermittelten MHK-
Wert zu einer Uberschétzung der antibakteriellen Wirksamkeit fihren.

Auch wenn man mit der Bestimmung der MHK im TCF den Bedingungen in vivo
einen Schritt ndher gekommen ist, so weist diese Methode ebenfalls
Einschrankungen auf, da nur eine kleine Bakterienpopulation fir einen
festgelegten Zeitraum einer konstanten Antibiotikumkonzentration ausgesetzt
wird®. Im erkrankten Tier hingegen ist mit Populationen héherer Dichte zu rechnen
und die Konzentration des Antibiotikums verringert sich kontinuierlich nach
Erreichen von Cpax.

Als zweiter pharmakodynamischer Parameter wurden Abtétungskinetiken im
Transsudat untersucht. Diese haben wegen des methodischen Aufwands keine
weite Verbreitung in der klinischen Diagnostik gefunden. Sie werden eher in der
Forschung und Produktentwicklung eingesetzt. Die Abtétungsgeschwindigkeit und
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das AusmaR der Abtdtung bei einer Populationsdichte von 10° bis 10" KBE/m
konnten ermittelt (vgl. Abschnitt 3.5.4 und 4.4.3) und mit dem beschriebenen
Abtotungsverlauf in Nahrmedium?®® verglichen werden. Bei E. coli zeigte sich nach
dem Transfer der Vorkultur in TCF eine Reduktion der Wachstumskontrolle um
1logio, was vermutlich einen Anpassungsvorgang an die limitierten
Wachstumsbedingungen in Transsudat anzeigt, den die aus Nahrmedium
kommende Population durchlaufen musste. Das Ausmafy der Abtétung war in
Transsudat gréRer als in Nahrmedium. Bei 0,06 ug PRA/mI (= MHK in Transsudat)
zeigte sich zunachst eine Reduktion der KBE/ml um 4 log+o bis zu 8 h, dann stieg
die Population bis zu 24 h auf die Anfangsdichte an und erst zwischen 24 h und
72 h kam es zum Auswachsen. Bei der gleichen Konzentration von Pradofloxacin
in Nahrmedium, die in diesem Medium der 2-fachen MHK entspricht, wuchs die
Population nach einer anfanglichen Reduktion um 3 log1o bereits nach 4 h aus. Bei
héheren Konzentrationen (2-fache MPC'®®) glich sich der Abtétungsverlauf in
beiden Medien. Bei den Experimenten im TCF fiel auf, dass die
Wachstumskontrolle in der Mehrzahl der Experimente nicht die in Nahrmedium
Ubliche Enddichte erreichte, sondern nur etwa 1/10 davon. Dies kénnte wiederum
auf die Limitierung aller Wachstumsfaktoren im TCF hinweisen (s.o0.).
Bei S. aureus waren die Unterschiede im Abtdtungsverlauf noch deutlicher als bei
E. coli. Zwar zeigte sich in Transsudat keine Reduktion der Wachstumskontrolle,
aber es kam zu einer zweistliindigen Verzdgerung des Auswachsens. Bei 0,25 ug
PRA/ml (2-fache MHK in Transsudat) kam es in Transsudat zundchst wie im
Nahrmedium zu einer Reduktion der KBE/ml um 3 logio nach 6 h, danach zu
bakteriostatischer Aktivitdt bis 24 h und nach 72 h war die Nachweisgrenze
erreicht, wohingegen die Population in Ndhrmedium nach 48 h auswuchs. Auch
bei héheren Konzentrationen (0,5 und 1,0 g PRA/mI) wurde die Nachweisgrenze
nur in Transsudat erreicht. Es kann folglich ein héheres Ausmaf der Abtétung in
Transsudat beobachtet werden. Durch das héhere Inokulum bei den
Abtotungskinetiken steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass sich Varianten in der
Population befinden. Daher ist Abtétung schwerer zu erreichen als in kleineren
Populationen. Ein Erklarungsansatz fur die starkere bakterizide Aktivitat von
Pradofloxacin in Transsudat im Vergleich zu N&hrmedium kénnte in der
Limitierung der Néhrstoffe in der natlrlichen Flussigkeit bestehen sowie in der
maoglichen Anwesenheit wirtseigener Abwehrstoffe.
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Als dritter In-vitro-Parameter wurde der postantibiotische Effekt (PAE) bei
S. aureus und in diesem Zusammenhang auch der postantibiotische Sub-MHK-
Effekt in Transsudat untersucht. Normalerweise erfolgt dies wie die Untersuchung
von Absterbekinetiken bei Keimdichten von 10° bis 107 KBE/ml. Hier wurde der
PAE jedoch gleich bei Bakteriendichten, die vermutlich auch am Infektionsort
vorliegen*, untersucht. Entsprechend wurde zur Bestimmung des PAE eine
Population hoher Dichte (10° KBE/ml) kurzzeitig einer im Zieltier maximal
erreichbaren Wirkstoffkonzentration (2-fache MPC'%) ausgesetzt (siche Abschnitt
3.5.5 und 4.4.4). AnschlieRend wurde der Wirkstoff durch Zentrifugation und
Waschen der Zellen abgetrennt und die zeitliche Verzégerung bis zum Erreichen
einer Dichte von +1 logiy KBE/ml im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollpopulation ermittelt. Der PAE in Transsudat war mit 0,4 h deutlich kirzer
als in Caso-Bouillon (2 h), was moglicherweise durch eine Proteinbindung von
Pradofloxacin im Transsudat verursacht wurde?. Da der Wirkstoff nach Applikation
in vivo nicht aus dem Patienten entfernt werden kann und der Abbau im Koérper
schrittweise erfolgt, ist die Bedeutung des PAE eher unklar.

Zur Abschéatzung der therapeutischen Abdeckung des Dosierungsintervalls kommt
dem postantibiotischen Sub-MHK-Effekt (PA-SME) vermutlich eine groRere
Bedeutung zu, da er zumindest den realen Verlauf der Wirkstoffkonzentration
widerspiegelt'®®: zunachst kommt es zu einer initialen Exposition bei hoher
Fluorochinolon-Konzentration, gefolgt von absinkenden Restkonzentrationen des
Wirkstoffs, die noch Uber einen langeren Zeitraum vorhanden sind. In vitro
beobachtet man  die  bakteriostatische = Wirkung  von  geringsten
Wirkstoffkonzentrationen, die den Zellen in der postantibiotischen Phase (nach
erfolgter Abtrennung des Wirkstoffs) in definierter Konzentration wieder zugesetzt
werden. Die Verzdgerung des Auswachsens wird quantifiziert durch den Zeitraum,
nach welchem sich die KBE/ml wieder um 1 logs Uber dem Ausgangsniveau
(nach Abtrennung) befinden.

Unter Bericksichtigung der unterschiedlichen MHK-Werte fir S. aureus in
Transsudat (0,12 pg/ml) und Nahrmedium (0,06 ug/ml), entsprachen sich die PA-
SME bei %2 MHK in den beiden Medien in der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrten Studie. In Transsudat konnte bei 0,06 pg PRA/mI ein PA-SME von
17 h festgestellt werden und in Nahrmedium wurde mit 0,03 uyg PRA/ml ein PA-
SME von 18 h erreicht. Dies bestatigt noch einmal die erhéhte MHK in Transsudat.
Andere Studien belegten flir Pradofloxacin in Ndhrmedium jedoch nur einen PA-
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SME von 10 bis 11 Stunden bei Y2 MHK. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass
eine geringere Konzentration (0,023 uyg PRA/mI) als in unserer Studie eingesetzt
wurde. Diese Konzentration ergibt sich aus dem ermittelten MHK-Bereich von 0,03
bis 0,06 ug PRA/mI, deren Mittelwert etwa 0,045 pg/ml entspricht'®. Bei einer %
MHK zeigte sich in Transsudat sogar eine 10 h andauernde Abtétung mit
anschlielender Bakteriostase bis zu 24 h, so dass das Dosierungsintervall durch
den PA-SME vollstandig abgedeckt zu werden scheint.

Von besonderer Bedeutung ist, dass die Untersuchungen die Wirkung der Sub-
MHK-Konzentrationen auch in diesen hohen Dichten, wie sie tatsachlich bei
Infektionen vorkommen, zeigen konnten. In einem anfanglichen Inokulum von
> 10° KBE/ml muss mit resistenten Mutanten gerechnet werden*®. Somit zeigte die
eingesetzte Konzentration unterhalb der MHK eine bakteriostatische Wirkung auch
auf weniger empfindliche Subpopulationen.

Die Untersuchungen zum PA-SME wurden nur flr S. aureus durchgefiihrt, da sich
persistierende Populationen ergaben, was bei E. coli nicht der Fall war.

Nachdem die Basisparameter der Pharmakodynamik in Transsudat untersucht
waren, bestand ein besonderer Anreiz darin, den Abtdtungsverlauf in Proben mit
authentischem Wirkstoffgehalt zu verifizieren. Dies geschah mit Trans- und
Exsudatproben, die im Rahmen einer Pharmakokinetikstudie zum Zeitpunkt der
erwarteten maximalen Konzentration von Pradofloxacin im TCF und am Ende des
Dosierungsintervalls genommen wurden.

Der Abtétungsverlauf von E. coli wurde in Transsudat und Exsudat von einem
Hund untersucht. Dadurch war ein direkter Vergleich der antibakteriellen
Wirksamkeit von Pradofloxacin in den beiden Medien mdglich. In Exsudat konnte
eine hohere maximale Konzentration von Pradofloxacin und somit eine groRere
Wirksamkeit festgestellt werden als in Transsudat. In beiden Medien Uberstieg der
Cmax-Wert die theoretische MPC von E. coli'®. Daraus folgt, dass auch in schwer
zuganglichen, schlecht durchbluteten Geweben wahrscheinlich Konzentrationen
erreicht werden kdénnen, die zur Abtétung filhren und die Selektion resistenter
Mutanten verhindern. Die am Ende des Dosierungsintervalls gezogene
Exsudatprobe enthielt etwa die flir Pradofloxacin im TCF ermittelte MHK und
bewirkte zundchst eine Reduktion der Keime mit anschlieRender
bakteriostatischer Aktivitat bis zu 24 h. Damit war das Therapieintervall vollstandig
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abgedeckt. In Transsudat entsprach die Pradofloxacin-Konzentration 24 h post
applicationem der 2-fachen MHK. Damit konnte zun&chst eine Reduktion der
KBE/ml um 3 logio erreicht werden, aber nach 6 h begann die Population
verzbgert auszuwachsen (vgl. Abschnitt 4.4.5.1). Das Dosierungsintervall war
somit auch in diesem Fall abgedeckt, doch hatte mit der 2-fachen MHK eine
starkere antibakterielle Wirkung erwartet werden kdénnen. Im Exsudat war die
Konzentration zu diesem Zeitpunkt niedriger, jedoch zeigte sich eine langer
anhaltende bakteriostatische Wirkung. Dies kénnte durch die im Exsudat evil.
nach Zentrifugation noch vorhandenen Kérperabwehrstoffe, wie z. B. Enzyme der
unspezifischen Abwehr'®" kommen. Zudem muss jedoch beriicksichtigt werden,
dass in diesem Experiment mit Transsudat ein vergleichsweise hdheres Inokulum
eingesetzt wurde. Zur Klarung, ob in den eingesetzten Populationen Mutanten mit
verminderter Empfindlichkeit existierten, wurden die MHK-Werte von Klonen aus
der KBE-Bestimmung ermittelt (siehe Abschnitt 4.4.5.1). Es ergaben sich MHK-
Erhéhungen fiir 19 von 20 Klonen von E. coli aus den beiden Pradofloxacin
enthaltenden Transsudatproben, die in Gegenwart eines Efflux-Inhibitors
reversibel waren. Folglich lag wahrscheinlich eine leicht erhéhte Efflux-Aktivitat
vor. Durch diesen gesteigerten Transport der Chinolone aus der Bakterienzelle
wird die  Wirkstoffkonzentration ~am  Wirkungsort  reduziert.  Dieser
Resistenzmechanismus, bei dem es zu Mutationen in steuernden Elementen von
Efflux-Systemen kommt, wurde bei gramnegativen Bakterien, u.a. bei E. coli
beschrieben® 122,

Auch gegeniber S. aureus zeigte Pradofloxacin im Exsudat eine hohe
antibakterielle Aktivitat, die in Proben von zwei Hunden geprift wurde. Dabei
wurden individuelle Unterschiede bezliglich der maximalen Wirkstoffkonzentration
sichtbar, die in beiden Fallen nicht die theoretische MPC von S. aureus'®
erreichte, aber zu einer bakteriziden Wirkung bis zu 24 h Inkubation fiihrte. In
einer der Proben blieb die Population nicht unter der Nachweisgrenze, sondern
begann nach 96 h wieder zu wachsen. Daher wurde zunachst eine MHK-
Bestimmung und im Anschluss eine DNA-Sequenz-Analyse der Klone mit
héherem MHK-Wert durchgefiihrt, die jedoch keinen Hinweis auf das Vorliegen
einer Punktmutation im Bereich der Chinolon-Resistenz-bestimmenden Region
des Gens, das die Untereinheit A der Topoisomerase IV kodiert, ergab (vgl.
Abschnitt 4.4.5.2). Die Ursache fir die MHK-Erhéhung und das erneute
Auswachsen der Population kénnte hier wiederum eine gesteigerte Efflux-Aktivitat
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sein®®'"®. Am Ende des Dosierungsintervalls lag bei einem Hund noch etwa die
MHK von Pradofloxacin vor und bewirkte zunéachst eine Reduktion der KBE/ml bis
zu 13 h Inkubation und anschlieBend einen erneuten Anstieg der KBE/ml, der
jedoch bis zu 24 h nicht Uber die Dichte des Anfangsinokulums hinausging. Mit der
Hélfte der MHK, die in der Probe des anderen Hundes enthalten war, konnte
bakteriostatische Aktivitdt Uber einen Zeitraum von 96 h Inkubation gezeigt
werden. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass das
Therapieintervall auch bei S. aureus bei einer Standard-Dosierung von 3 mg
PRA/kg KG vollstandig abgedeckt werden kann.

Bisher liegen keine vergleichbaren Daten fiir Pradofloxacin vor. Fir andere
Fluorochinolone existieren mehrere Studien bei Nutztieren aber nicht beim Hund,
in denen das antibakterielle Potenzial bei authentischem Wirkstoffgehalt gepruft
wurde?®. Dabei zeigten sich ahnliche Resultate.

Mit beiden Keimen erfolgte jeweils ein Versuch direkt nach der Probenentnahme.
Die Proben fur die Reproduktion wurden jedoch bis zum Versuchsbeginn bei
-18 °C gelagert. Beim Vergleich der unabhéngigen Befunde der beiden Versuche
konnte kein nachteiliger Effekt durch die Lagerung festgestellt werden. Auch in
anderen Studien wurde eine entsprechende Probenlagerung beschrieben®'®,

Pharmakodynamische Studien mit Proben, die einen authentischen
Wirkstoffgehalt aufweisen, erbringen nitzliche Informationen bei der Abschatzung
des Wirkungspotenzials und damit bei der Dosiskalkulation. Dennoch muss bei
der Interpretation dieser Studien berlicksichtigt werden, dass es nach wie vor
Unterschiede zur Situation in vivo gibt: die Konzentration bleibt im Tier nicht tber
eine definierte Zeit konstant, bei einer Infektion ist die Bakterienpopulation gréRer
als die in vitro Ublicherweise eingesetzten KBE/ml und zudem kénnen die
kérpereigenen Abwehrmechanismen nicht beriicksichtigt werden'®".

Insgesamt kann gesagt werden, dass das ,Tissue-Cage“-Modell trotz seiner
Limitierungen zur Einschatzung der Wirkstoffkonzentration an schlecht
zugénglichen Infektionsorten und zur Durchfiihrung pharmakodynamischer
Untersuchungen in biologischen Medien geeignet ist. Durch die Bestimmung der
gangigen In-vitro-Parameter zur antibakteriellen Wirksamkeit einer Substanz und
damit verbundenen PK/PD-Kalkulationen mit Serum und TCF kann eine
Verbindung zwischen In-vitro-Methoden und der In-vivo-Situation geschaffen
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werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Basisparameter fur Pradofloxacin
ermittelt; im nachsten Schritt kdnnte die Pharmakodynamik fur klinisch relevante
pathogene Erreger evaluiert werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Pradofloxacin (PRA), ein neues Fluorochinolon, wird zur Behandlung bakterieller
Infektionen bei Hund und Katze entwickelt. Dabei missen u.a. die
Pharmakokinetik und die antibakterielle Effektivitdt von PRA erfasst werden. Als
Grundlage fiur die Pharmakokinetik dient normalerweise der Konzentrationsverlauf
des Wirkstoffs im Serum. Bakterielle Infektionen treten aber seltener im Blut,
sondern meist im extrazelluldaren Bereich der Gewebe auf. Die direkte
Wirkstoffbestimmung aus Gewebeproben fihrt allerdings zu variierenden und
somit zweifelhaften Ergebnissen. Daher wurde ein sog. ,Tissue-Cage“-Modell
etabliert. ,Tissue-Cages” (TCs) sind perforierte Hohlkérper. Durch ihre
Implantation wird ein klnstlicher Hohlraum im Gewebe geschaffen, in welchem
sich ,Tissue-Cage-Fluid“ (TCF) ansammelt, das reprasentativ fir die
Interstitialflissigkeit ist. Somit konnte die PRA-Konzentration in Serum und
Interstitialflissigkeit (TCF, Transsudat und Exsudat) exakt bestimmt und
verglichen werden. Weiterhin sollte die tatsachliche antibakterielle Aktivitat von
PRA unter annahernd physiologischen Bedingungen im TCF bestimmt werden.

Sechs adulten Beagle-Hiundinnen wurden jeweils drei TCs subkutan implantiert.
Nach der vollstdndigen Einheilung erfolgte die Applikation von Pradofloxacin 2,5 %
Oral Suspension an funf aufeinanderfolgenden Tagen (Studie 1 und 2) bzw.
einmalig (Studie 3) in einer Dosierung von 3 mg/kg KG. Zur Gewinnung von
Exsudat wurde zeitgleich zur ersten PRA-Applikation (Studie 2 und 3) durch
Injektion einer 1%igen Carrageenan-Lésung eine sterile Entziindung in jeweils
einem der TCs induziert. Blut- sowie Transsudat- und Exsudatproben wurden
entnommen, zentrifugiet und mittels  Flissigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie auf ihren Gehalt an PRA untersucht. Zur Abschatzung der
antibakteriellen  Aktivitdt diente: 1) die Bestimmung der minimalen
Hemmstoffkonzentration (MHK) von PRA gegentber E. coli ATCC 8739 und
S.aureus ATCC 6538 in Transsudat durch Auszahlung der koloniebildenden
Einheiten (KBE), 2) die Erstellung von Abtétungskinetiken in Transsudat sowie
3) die Ermittlung postantibiotischer Effekte von PRA gegeniiber S. aureus in
Transsudat. Zudem wurden im Rahmen der 3. Studie nach 8 h (erwartete
maximale PRA-Konzentration im TCF) und nach 24 h (am Ende des
Dosierungsintervalls) TCF-Proben aliquotiert, mit jeweils ca. 4 x 10® KBE/ml von
E. coli und S. aureus dotiert und bei 37 °C inkubiert. Daraus wurden Proben zur
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Bestimmung der KBE/ml entnommen, um das antibakterielle Potenzial von PRA
bei tatsachlichem Wirkstoffgehalt nach oraler PRA-Applikation zu prufen. Nach
Beendigung aller Studien erfolgte die operative Entfernung der TCs und im
Anschluss daran eine histopathologische Untersuchung der TCs.

Pradofloxacin 2,5 % Oral Suspension erwies sich beim Hund als gut vertraglich.
Es zeigte sich in allen Studien ein statistisch signifikanter Unterschied beziglich
der PRA-Konzentration in Serum und TCF. Die Wirkstoffkonzentration in
Transsudat und Exsudat unterschied sich geringgradig. Die mittlere maximale
Konzentration von Pradofloxacin im Exsudat Uberstieg die im Transsudat, jedoch
konnte diesbezliglich kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Die mittlere maximale PRA-Konzentration in Transsudat lag nach der
1. Applikation bei etwa 44 bis 52 % und nach der 5. Applikation bei 55 bis 63 %
der mittleren maximalen Serumkonzentration. Fir Exsudat konnte nach der
1. Applikation eine mittlere maximale PRA-Konzentration von fast 56 % und nach
der 5. Applikation von ca. 74 % der mittleren maximalen Serumkonzentration
festgestellt werden. Die mittlere maximale Konzentration von PRA (Cnax) in der
3. Studie (Einfachapplikation) betrug in Transsudat und Exsudat nur 40 % der
mittleren  maximalen  Serumkonzentration. Wie die histopathologische
Untersuchung der TCs zeigte, erklart sich dies durch die zunehmende
Verweildauer der TCs im Korper, da die TCs von einer Gewebekapsel umgeben
und die Perforationen der TCs mit der Zeit von Bindegewebe ausgefillt werden,
wodurch die Diffusion in den TC erschwert wird. Cnax wurde im Serum nach etwa
2 h erreicht und im TCF nach 8 h. Die Flache unter der Kurve (AUC) in Trans- und
Exsudat war nach der 1. Applikation bzw. Einfachapplikation geringer als im
Serum. Im ,steady state” jedoch wurde in Transsudat und Exsudat eine héhere
Gesamtexposition erreicht, die durch die langere Halbwertszeit von PRA im TC
begriindet war. Die Pharmakokinetik von PRA im ,Tissue-Cage“-Modell ist
hinsichtlich des Verhaltnisses zwischen Serum- und TCF-Konzentration mit
Literaturangaben zu anderen Chinolonen vergleichbar.

Fir PRA sowie flr Enrofloxacin (ENR) als Referenzprodukt ergab sich sowohl fir
E. coli als auch fur S. aureus in Transsudat eine Erhéhung der MHK um das 2- bis
3-fache im Vergleich zu Standard-Testbedingungen (Agardilution). Mithilfe der
durchgefihrten Abtétungskinetiken konnte in Transsudat eine stéarkere bakterizide
Aktivitat von PRA gegenlber beiden Referenzkeimen nachgewiesen werden als in
Nahrmedium. Zur Bestimmung des postantibiotischen Effekts (PAE) von PRA
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gegeniiber S. aureus wurde eine Population hoher Dichte (10° KBE/ml) kurzzeitig
einer im Zieltier maximal erreichbaren Wirkstoffkonzentration ausgesetzt. Der PAE
in Transsudat war mit 0,4 h deutlich kiirzer als in Caso-Bouillon (2 h). Unter
Berlcksichtigung der unterschiedlichen MHK-Werte fir S. aureus in Transsudat
(0,12 pg/ml) und Nahrmedium (0,06 pg/ml), entsprachen sich die
postantibiotischen Sub-MHK-Effekte (PA-SME) bei %2 MHK in den beiden Medien
(17 bzw. 18 h). Bei einer % MHK zeigte sich in Transsudat sogar eine 10 h
andauernde Abtétung mit anschlieBender Bakteriostase bis zu 24 h, so dass das
Dosierungsintervall durch den PA-SME offenbar vollstdndig abgedeckt wurde. In
Proben mit authentischem Wirkstoffgehalt nach oraler PRA-Applikation zeigte sich
eine fortdauernde und hohe antibakterielle Wirksamkeit gegenliber E. coli und
S. aureus, auch noch am Ende des Dosierungsintervalls. Die Restkonzentrationen
entsprachen dabei den jeweiligen in TCF ermittelten MHK-Werten.



7 Summary 101

7 SUMMARY

Pradofloxacin (PRA), a new fluoroquinolone, is being developed to treat bacterial
infections in dogs and cats. The pharmacokinetic and antibacterial potential of
PRA were therefore evaluated. The basis of pharmacokinetic analysis is the
determination of concentration-time-profiles in serum. However, bacterial
infections normally take place in the extracellular compartment of tissues. The
determination of drug concentrations in a homogenized biopsy sample leads to
varying and therefore doubtable results. For this reason, a tissue cage model has
been established. Tissue cages (TCs) are perforated hollow devices. Through
their implantation in the tissue, an artificial cavity is created in which fluid (tissue
cage fluid, TCF) accumulates which is representative of interstitial fluid. Hence, the
accurate concentration of PRA in serum and interstitial fluid (TCF, transudate and
exudate) could be determined and compared. Furthermore, the actual antibacterial
activity of PRA in TCF had to be investigated under almost physiological
conditions.

Three TCs per animal were subcutaneously implanted in six adult female Beagle
dogs. After complete recovery from surgery, pradofloxacin 2.5 % oral suspension
(3 mg/kg b. w.) was administered to the dogs for five consecutive days (study 1
and 2) and also as a single administration (study 3). To generate inflammatory
exudates, a 1 % carrageenan solution was injected into a single TC in each animal
simultaneously with application of PRA (study 2 and 3). Blood, transudate and
exudate samples were drawn, centrifuged and analyzed for their PRA
concentration by turbulent flow chromatography/tandem mass spectrometry. For
the estimation of the antibacterial activity served: 1) the determination of PRA
MICs against E.coli ATCC 8739 and S. aureus ATCC 6538 in transudate by
counting cfu/mL, 2) the performance of kill kinetics in transudate and 3) the
investigation of postantibiotic effects (PAE) of PRA against S. aureus in
transudate. Moreover, during study 3 TCF samples were aliquotted after 8 h
(expected maximum concentration of PRA in TCF) and after 24 h (end of dosing
interval), inoculated with either 4 x 108 cfu/mL of E. coli or S. aureus and incubated
at 37°C to examine the antibacterial activity of PRA in samples with authentic
concentrations. After completion of all studies the TCs were excised and
afterwards a histopathologic investigation of the TCs was conducted.
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The pradofloxacin oral suspension was well tolerated by all dogs. There was a
statistically significant difference concerning the PRA concentration in serum and
TCF in all studies. The concentration of the active substance in transudate and
exudate differed slightly. The mean maximum concentration of PRA in exudate
exceeded the concentration in transudate; however, a statistically significant
difference could not be determined. The mean maximum concentration of PRA in
transudate was approximately 44 to 52 % after the first application and 55 to 63 %
of the mean serum concentration after the fifth application. In exudate a mean
maximum PRA concentration of nearly 56 % after the first application and of
approximately 74 % of the mean maximum serum concentration after the fifth
application could be determined. In study 3 (single application), the mean
maximum concentration of PRA (Cmax) in transudate and exudate reached only
40 % of the mean maximum serum concentration. As the histopathological
investigation showed, this can be explained by the longer residence time of the
TCs in the body which results in an increasing growth of tissue into and around the
TCs so that the diffusion into the TCs was hindered. Cnax Was achieved after
approximately 2 h in serum and after 8 h in TCF. After the first application and
after single application respectively, the AUC in transudate and exudate was
smaller than in serum. At steady state, however, a higher total drug exposition was
reached in transudate and exudate, which was caused by the longer half-life of
PRA in the TC. Regarding the relationship between serum and TCF concentration,
the pharmacokinetics of PRA in the tissue cage model is comparable with
literature data from other quinolones.

For PRA as well as for enrofloxacin (ENR), as reference product, there was a 2-
up to 3-fold increase of MIC against E. coli and S. aureus in transudate compared
to standard test conditions (agar dilution). Kill kinetics showed a stronger
bactericidal activity of PRA in transudate than in growth medium against both
reference organisms. To determine the PAE of PRA on S. aureus, a population of
high density (10° cfu/mL) was exposed short-term to a PRA concentration
maximally attainable in the target animal. The PAE in transudate (0.4 h) was
shorter than in broth (2 h). Considering the different MIC values of PRA against
S.aureus in transudate (0.12 pg/mL) and growth medium (0.06 pg/mL),
postantibiotic sub-MIC effects (PA-SME) were nearly equal in the two media
(17 h/18 h) at Y2 MIC. At % MIC killing could be observed in transudate up to 10 h
followed by bacteriostatic activity up to 24 h, therefore the dosage interval was
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completely covered by the PA-SME. Samples with authentic PRA concentrations
showed a continuing and high antibacterial activity against E. coli and S. aureus
even at the end of the dosage interval. The residual concentrations corresponded
to the respective MIC values determined in TCF.
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8 ANHANG

Tabelle 11. Leukozytenzahl (x 10%/ul) in Transsudat und Exsudat der 2. PK-Studie

Zeit ID 0831 ID 0868 ID 0869 ID 0847 ID 0084 ID 0860

(h) Trans Ex Trans Ex Trans Ex Trans Ex Trans Ex Trans Ex

0,13 057 004 015 023 017 026 0,24 0,23 0,31 022 035
0,14 *0,11 014 030 033 *0,15 034 0,25 0,21 0,44 0,22 *042
0,13 *0,29 ns. 0,38 042 *0,37 033 *0,40 0,23 0,56 021 *0,97
0,15 *1,21 022 1,31 0,33 n.s. n.s. 2,18 0,32 1,88 027 697
11 n.s. n.s. n.s. 2,02 n.s. n.s. 0,30 2,12 0,22 4,65 n.s. 14,40
24 0,15 303 019 203 026 452 020 2117 029 1019 032 20,74
96 0,16 0,81 0,17 069 015 202 0,21 6,95 0,27 3,85 0,12 37,38
98 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,29 7,72 0,29 3,57 0,11 35,52
101 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 6,95 0,36 4,58 0,14 28,55
104 024 0,9 n.s. 0,81 0,18 2,33 n.s. 6,93 0,31 3,06 n.s. 18,13
107 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,21 1,46 n.s. 8,03 n.s. 3,19 n.s. n.s.
120 0,04 063 0,36 n.s. 0,16 125 0,17 465 0,23 2,60 ns. 28,12
126 0,10 0,84 n.s. n.s. n.s. 1,39 n.s. 6,00 n.s. 1,97 n.s. 25,59

© o N O

132 0,14 n.s. n.s. n.s. n.s. 1,05 n.s. n.s. n.s. 1,89 n.s. n.s.
144 n.s. 1,37 n.s. 0,29 0,25 0,85 n.s. 1,38 0,15 1,40 0,21 12,60
168 0,16 0,85 0,21 0,34 0,13 0,31 0,14 1,60 0,08 1,18 0,15 13,39

MW 0,14 09 019 083 0,24 1,32 025 5,10 0,25 2,83 0,20 17,37
SD 005 0,77 010 0,71 0,09 1,23 0,07 5,33 0,07 2,41 0,07 12,56

*Gesamtleukozytenzahl ausschlieflich im Peroxidasekanal des ADVIA®120 gemessen;
n.s. = keine Probe (ADVIA® 120)
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Tabelle 12. Leukozytenzahl (x 10%/ul) in Transsudat und Exsudat der 3. PK-Studie

Zeit ID 0831 ID 0868 ID 0869 ID 0847 ID 0084 ID 0860

(M) Trans Ex Trans Ex Trans Ex Trans Ex Trans Ex Trans Ex

0 007 004 003 0,07 008 *0,02 0,24 0,19 007 014 017 0,24
2 0,09 *0,0 0,08 *0,08 0,15 0,14 0,10 *0,08 0,14  *0,14 0,27 *0,06
5 0,10 *068 0,10 *0,64 0,15 *1,70 0,17 0,33 0,15 024 024 0,15
8 0,12 *2,00 0,13 1,04 0,15 5,60 0,16 1,02 0,12 049 020 *0,557
11 0,20 n.s. n.s. 318 0,12 3122 0,20 7,71 0,17 1,14 024 089
24 0,14 n.s. n.s. n.s. 0,20 n.s. n.s. 20,82 0,14 n.s. 0,25 1,72
30 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,22 17,34 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
36 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
48 0,29 0,49 0,22 0,61 0,18 9,62 n.s. 9,37 0,17 0,74 n.s. n.s.

72 0,29 084 021 032 0,15 4,98 0,26 2,91 0,14 066 021 0,87

MW 0,16 069 0,13 085 0,16 8,82 0,19 5,30 0,14 0,51 0,23 0,64
SD 0,09 0,71 0,07 1,08 0,04 10,71 0,06 7,22 0,03 0,37 003 0,58

*Gesamtleukozytenzahl ausschlieRlich im Peroxidasekanal des ADVIA®120 gemessen;
n.s. = keine Probe (ADVIA®120)

Tabelle 13. Referenzbereiche und Einheiten fir die hamatologischen
Untersuchungen (Adiva® 120)

WwBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos

. . X X X X X X X
Binheit o5 qoop 94 % pg gl gy g0 0% 103 0%
Referenz- 53 57. 129- 871- 588 205 310- 1433 39 ... 02 oo

bereich 139 88 184 570 712 242 382 400 80 4 44 :

In den folgenden Tabellen sind Werte auf3erhalb des Referenzbereiches kursiv
gedruckt.
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Tabelle 14. Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen der 1. PK-Studie

ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos

0831/0h 6,44 580 14,20 41,00 70,60 24,40 34,60 240,00 3,84 1,81 0,63 0,05
0868/0h 10,10 6,90 16,50 48,70 70,50 23,90 33,90 383,00 5,79 3,30 042 0,33
0869/0h 10,65 7,91 1830 5500 69,50 23,10 33,30 319,00 5,96 3,33 0,47 0,56
0847/0h 11,57 6,96 1540 47,50 6820 2220 32,50 621,00 6,65 3,43 046 0,76
0084/0h 7,52 7,12 16,60 49,40 69,30 23,30 3360 451,00 3,27 2,92 042 0,64
0860/0h 10,20 6,47 15,00 44,40 68,70 23,10 3360 571,00 6,48 2,68 0,59 0,20
0831/72h 6,12 521 1250 37,20 71,40 24,00 33,60 369,00 3,76 1,79 0,40 0,06
0868/72h 10,21 5,49 13,40 38,70 70,50 24,40 34,60 387,00 6,15 2,94 0,50 0,44
0869/72h 10,77 6,44 1540 4540 70,50 23,90 34,00 306,00 6,50 3,22 0,33 0,51
0847/72h 13,19 6,15 13,80 43,20 70,30 22,50 32,00 466,00 8,31 3,44 0,32 0,80
0084/72h 7,77 6,26 14,10 44,10 70,50 22,50 31,90 484,00 4,02 2,711 0,40 043
0860/72h 10,39 5,93 12,60 4140 69,80 21,30 3050 604,00 6,58 2,59 0,40 0,52

MW 958 6,39 14,82 44,67 69,98 2322 33,18 43342 561 2,85 0,45 0,44
SD 215 0,76 1,73 497 091 0,96 1,22 121,63 1,53 0,57 0,09 0,25

Tabelle 15. Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen der 2. PK-Studie

ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos

0831/0h 532 6,95 17,20 50,70 73,00 24,80 34,00 313,00 341 1,23 0,49 0,04
0868/0h 10,50 5,88 14,50 41,60 70,70 24,60 34,70 332,00 6,63 2,63 0,63 0,37
0869/0h 7,89 7,41 18,00 52,70 71,10 2430 34,20 384,00 5,05 1,89 0,32 0,39
0847/0h 8,08 7,45 17,40 46,90 63,00 23,30 37,00 42800 5,16 1,97 0,20 0,55
0084/0h 7,36 6,54 1500 40,90 62,50 2290 36,60 278,00 4,51 2,16 0,34 0,22
0860/0h 823 7,77 17,40 4820 62,10 2240 36,10 421,00 5,02 2,60 0,33 0,15
0831/th 5,16 6,37 1540 42,20 66,20 2420 36,60 246,00 3,52 1,23 0,26 0,09
0868/1th 10,72 6,15 14,70 39,40 64,10 23,80 37,10 367,00 6,57 3,09 0,48 0,41
0869/1th 9,32 7,10 16,90 4570 64,40 23,80 37,00 337,00 5,50 2,59 0,48 0,48
0847/1th 9,48 7,41 17,30 47,90 64,70 23,40 36,10 39500 5,35 3,01 0,24 0,70
0084/1th 6,60 6,60 1510 41,30 62,60 2290 36,60 371,00 3,95 2,09 0,23 0,24
0860/1th 9,07 7,41 16,50 46,30 62,50 22,30 3570 388,00 541 2,99 0,40 0,15
0831/2h 470 6,41 1540 4240 66,20 24,00 36,20 310,00 3,14 1,22 0,24 0,04
0868/2h 10,42 5,89 14,10 37,30 63,30 2390 37,80 381,00 6,55 2,79 0,51 0,39
0869/2h 889 7,25 17,10 46,70 64,40 23,60 36,60 40500 5,36 2,33 0,51 043
0847/2h 10,23 7,40 17,30 47,40 64,00 23,40 36,60 403,00 5,89 3,25 0,19 0,68
0084/2h 797 7,47 17,00 46,30 62,00 22,70 36,60 388,00 4,80 2,42 0,24 0,34
0860/2h 9,50 7,51 16,90 46,50 62,00 22,50 36,20 431,00 5,76 2,96 045 0,13
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ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos
0831/5h 4,46 6,54 1570 43,20 66,00 24,00 36,40 34500 2,99 1,13 0,24 0,02
0868/5h 10,52 5,78 13,70 36,60 63,30 23,70 37,50 401,00 6,85 2,72 0,44 0,36
0869/5h 9,66 7,03 16,60 4500 64,10 23,70 37,00 413,00 6,14 2,35 0,50 0,44
0847/5h 10,79 7,27 17,00 46,50 64,00 23,30 36,40 400,00 6,03 3,60 0,27 0,66
0084/5h 823 7,51 17,10 46,90 62,50 22,80 36,40 408,00 5,29 2,21 0,33 0,22
0860/5h 10,74 7,07 16,00 43,80 61,90 22,60 36,50 403,00 6,72 3,14 0,55 0,12
0831/8h 6,02 6,89 16,60 4510 6550 24,10 36,70 377,00 3,79 1,75 0,29 0,04
0868/8h 12,37 6,56 1570 41,80 63,70 23,90 37,60 439,00 7,54 3,70 0,53 0,38
0869/8h 10,59 7,78 18,30 49,80 64,00 2350 36,70 440,00 6,68 2,60 0,54 0,42
0847/8h 11,62 7,97 1850 50,40 6320 2320 36,70 423,00 6,22 4,00 032 0,77
0084/8h 8,61 8,14 1850 5090 62,60 22,80 3640 462,00 535 2,51 0,39 0,16
0860/8h 12,30 7,69 17,40 47,50 61,80 22,60 3650 414,00 7,97 3,32 0,71 0,11
0831/11th 6,29 6,54 1570 43,00 6580 24,00 3650 312,00 3,93 1,85 0,33 0,08
0868/11h 12,54 6,34 1520 40,40 63,60 24,00 37,70 419,00 7,41 3,85 0,60 0,40
0869/11h 10,44 7,77 18,10 49,70 64,00 23,30 36,40 350,00 6,36 2,86 0,55 0,40
0847/11h  n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0084/11h 8,10 7,06 16,30 44,10 62,40 23,10 37,00 160,00 4,74 2,44 0,52 0,20
0860/11h 13,93 7,51 16,80 46,20 61,60 22,30 36,30 410,00 9,05 3,70 0,80 0,11
0831/24h 578 6,28 1490 41,70 66,50 23,80 3580 310,00 3,72 1,57 0,34 0,06
0868/24h 10,49 584 13,70 37,80 64,70 23,50 36,30 412,00 6,06 3,25 0,51 049
0869/24h 11,91 6,74 16,00 43,60 64,70 23,80 36,70 397,00 8,14 2,48 0,65 0,40
0847/24h 1554 7,47 17,40 47,90 64,10 23,30 36,40 336,00 10,22 3,46 090 0,72
0084/24h 6,92 7,23 16,50 4500 62,20 22,80 36,80 399,00 3,86 2,29 0,37 0,26
0860/24h 13,81 7,05 16,00 44,00 62,30 22,70 36,40 387,00 9,12 3,30 0,96 0,20
0831/0h 539 661 1570 44,60 67,50 23,70 3510 351,00 3,56 1,52 0,20 0,05
0868/0h 10,47 5,73 13,70 36,70 64,00 24,00 37,40 400,00 6,58 2,77 0,54 0,45
0869/0h 10,36 6,90 16,40 44,70 64,70 23,80 36,70 43500 6,51 2,76 029 0,65
0847/0h 10,32 7,36 17,00 47,50 64,60 23,10 3580 367,00 6,21 2,98 026 0,71
0084/0h 833 7,46 17,10 47,00 63,00 23,00 3650 404,00 4,61 2,85 039 0,34
0860/0h 9,80 6,79 1560 42,50 62,60 23,00 36,80 352,00 5,87 3,20 041 0,20
0831/1h 534 6,49 1560 43,60 67,10 24,10 3590 300,00 3,64 1,39 0,18 0,04
0868/1h 10,45 5,77 13,70 37,80 6550 23,70 36,20 359,00 6,58 2,78 0,53 0,42
0869/1h 9,38 6,50 1540 43,00 66,10 23,70 3580 340,00 594 2,50 0,30 0,50
0847/1h 10,23 7,48 17,60 4820 64,40 23,50 36,40 39500 6,24 2,92 022 0,64
0084/1h 7,08 6,46 1500 4080 63,20 2330 36,90 39500 427 2,17 0,31 0,25
0860/1h 9,43 6,65 1510 41,60 62,50 22,80 36,40 380,00 5,87 2,89 0,40 0,17
0831/2h 520 6,09 14,60 4080 66,90 24,00 3580 290,00 3,67 1,26 0,19 0,02
0868/2h 9,79 542 12,80 3530 6510 2350 36,20 384,00 627 2,54 048 0,37
0869/2h 9,28 6,51 1540 4240 6520 23,70 36,30 332,00 594 2,35 0,33 0,52




8 Anhang 108
ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos
0847/2h 10,14 6,90 16,10 44,20 64,00 23,30 36,40 383,00 6,23 2,91 0,21 0,65
0084/2h 8,25 7,23 16,40 4530 62,60 22,70 36,30 400,00 5,02 2,42 0,36 0,31
0860/2h 864 6,58 14,90 4090 6220 22,60 36,40 398,00 5,40 2,63 0,37 0,12
0831/5h 562 589 14,30 38,70 6570 24,20 36,90 314,00 4,01 1,32 0,22 0,02
0868/5h 10,13 532 12,60 33,90 63,70 23,70 37,20 383,00 644 2,81 042 0,32
0869/5h 9,71 6,20 14,80 39,70 64,10 24,00 37,40 366,00 6,09 2,59 0,30 0,58
0847/5h 10,30 6,46 15,30 41,00 63,50 23,70 37,30 414,00 6,15 3,09 0,22 0,65
0084/5sh 8,01 681 1560 4260 6260 2290 36,60 419,00 4,99 2,32 0,35 0,20
0860/5h 10,35 6,44 14,70 39,60 61,60 22,80 37,00 367,00 6,70 2,86 0,51 0,14
0831/8h 6,49 6,29 1510 41,00 6510 24,00 36,80 378,00 4,39 1,72 0,23 0,05
0868/8h 10,66 589 14,20 37,20 63,10 24,10 38,20 426,00 6,64 3,02 0,47 0,34
0869/8h 10,85 6,72 16,10 42,80 63,70 23,90 37,50 406,00 6,65 2,95 0,35 0,67
0847/8h 11,04 7,05 16,40 4450 63,20 2330 36,90 444,00 6,19 3,69 0,27 0,68
0084/8h 7,77 6,88 1580 43,00 62,50 22,90 36,60 43500 4,86 2,23 0,37 0,18
0860/8h 10,65 6,84 1550 41,70 61,00 22,60 37,10 413,00 6,86 3,04 049 0,10
0831/11h 6,93 6,16 14,80 40,00 6500 24,00 36,90 349,00 4,30 2,13 0,32 0,05
0868/11h 11,03 591 13,80 37,30 63,00 23,30 37,00 339,00 6,28 3,63 0,47 0,46
0869/11h 11,09 7,17 16,90 4580 63,80 2360 37,00 361,00 6,48 3,23 0,40 0,68
0847/11h 10,74 7,36 17,20 46,70 63,40 23,40 36,80 410,00 6,07 3,62 0,30 0,51
0084/11h 8,16 6,44 1460 39,90 61,90 22,70 36,70 223,00 4,66 2,71 0,46 0,21
0860/11h 11,18 7,00 1540 43,10 61,60 22,00 3570 392,00 6,47 3,90 0,54 0,13
0831/24h 562 596 14,20 39,30 66,00 23,80 36,00 343,00 3,61 1,66 0,25 0,03
0868/24h 10,46 5,39 12,70 34,50 63,90 23,50 36,80 379,00 6,04 3,43 041 045
0869/24h 9,20 6,40 1510 41,70 6520 23,60 36,20 389,00 544 2,72 0,32 0,60
0847/24h 12,04 7,13 16,60 4570 64,10 2320 36,30 325,00 7,24 3,56 0,39 0,68
0084/24h 7,40 6,98 16,00 43,70 62,60 2290 3650 398,00 3,82 2,87 031 0,27
0860/24h 9,16 6,39 14,80 39,30 61,50 2320 37,70 397,00 545 2,98 043 0,16
0831/30h 599 535 13,10 3540 66,20 2450 37,00 332,00 4,29 1,37 0,24 0,04
0868/30h 10,74 5,02 11,90 32,10 64,00 23,70 37,10 377,00 6,75 3,11 0,37 0,40
0869/30h 10,18 596 14,30 3840 64,40 24,00 37,20 399,00 6,29 2,83 0,34 0,61
0847/30h 12,46 6,91 16,40 44,00 63,60 23,70 37,20 416,00 7,71 3,50 0,37 0,69
0084/30h 9,80 7,39 17,30 46,30 62,70 23,50 37,50 40500 5,95 2,86 0,57 0,23
0860/30h 11,04 6,85 1540 4240 6190 2250 3640 41600 6,74 3,49 052 0,14
0831/36h 6,99 6,09 14,70 40550 66,50 2420 36,40 334,00 4,64 1,92 0,33 0,05
0868/36h 10,76 556 13,40 3560 64,00 24,10 37,60 240,00 6,21 3,51 0,40 0,51
0869/36h 11,15 6,64 1590 42,70 64,20 24,00 37,30 277,00 6,72 3,19 044 0,62
0847/36h  n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0084/36h  n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0860/36h  n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.




8 Anhang 109
ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos
0831/48h 6,82 585 14,30 38,70 66,10 24,30 36,90 364,00 4,60 1,77 030 0,06
0868/48h 11,10 526 12,50 34,00 64,50 23,80 36,90 37500 646 3,69 038 044
0869/48h 11,54 6,31 1510 40,70 64,60 24,00 37,10 41800 7,28 3,06 045 0,59
0847/48n 11,87 6,80 1580 43,50 63,90 23,30 36,40 43300 744 335 026 0,69
0084/48h 7,80 7,12 16,20 44,60 62,70 22,80 36,30 419,00 4,32 279 031 023
0860/48h 8,70 591 13,40 3690 62,60 22,70 36,30 41600 550 264 033 0,14
0831/72h 6,16 582 13,90 38,90 66,80 2390 3580 323,00 4,30 149 024 0,05
0868/72h 12,25 518 12,00 33,30 64,30 2320 36,10 40800 743 379 040 048
0869/72h 10,70 6,36 1520 41,30 6500 2390 3680 39200 728 243 039 045
0847/72h 10,88 6,61 1540 42,40 64,10 2330 3640 401,00 652 331 023 070
0084/72h 7,70 6,85 1540 43,20 63,10 22,50 3570 39400 373 3,29 031 024
0860/72h 8,37 6,18 13,90 38,30 62,00 2250 3630 43800 477 291 037 0,18
MW 929 6,64 1555 42,54 64,07 2343 3658 37603 572 269 039 0,34
SD 222 068 146 422 19 059 066 50,88 1,37 0,70 014 0722
Tabelle 16. Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen der 3. PK-Studie
ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos
0831/0h 3,57 621 14,70 40,20 64,80 23,60 3650 532,00 221 1,10 019 0,04
0868/0h 10,37 6,01 14,10 39,30 6530 23,50 36,00 449,00 7,05 247 049 0,29
0869/0h 820 6,63 1580 4250 64,20 2390 37,20 44600 543 19 023 047
0847/0h 9,00 7,39 17,10 46,30 62,70 2320 37,00 42400 570 243 019 0,57
0084/0h 9,77 6,94 16,30 4340 62,60 2340 37,40 401,00 649 212 082 024
0860/0h 9,94 7,40 16,80 4570 61,80 22,70 36,70 59200 723 19 053 0,13
0831/1h 522 6,65 1570 4290 64,50 2360 3650 35800 339 146 023 0,07
0868/1h 11,31 6,87 16,50 44,90 6550 24,00 36,60 467,00 7,65 259 047 046
0869/1h 9,96 599 14,50 38,50 64,20 24,30 37,80 401,00 6,550 2,28 033 0,73
0847/1h 10,83 7,21 16,90 4540 63,00 23,40 37,20 37500 6,69 3,07 020 0,74
0084/1h 9,55 7,73 18,10 49,10 63,50 23,40 36,90 312,00 6,37 224 050 0,27
0860/1h 9,91 662 1520 40,90 61,80 22,90 37,10 44800 6,94 2118 051 0,16
0831/2h 4,97 620 14,50 39,60 63,90 23,40 3650 44800 3,26 1,35 025 0,07
0868/2h 12,43 6,18 14,90 40,10 64,80 24,10 37,20 399,00 836 3,00 044 0,50
0869/2h 925 578 13,90 36,90 63,90 24,00 37,60 417,00 6,05 2,18 031 0,62
0847/2h 12,23 7,58 17,40 47,00 62,00 23,00 37,00 397,00 7,56 343 029 0,79
0084/2h 945 7,1 16,70 44,90 63,10 23,50 37,30 422,00 6,37 219 044 0,32
0860/2h 11,28 7,04 16,10 43,00 61,00 22,80 37,40 491,00 7,95 243 056 0,21
0831/5h 561 6,14 14,50 39,40 64,20 23,60 36,80 41600 3,73 148 027 0,06
0868/5h 11,68 593 14,20 38,30 64,60 23,90 37,00 43200 834 237 049 0,38
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ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos
0869/5h 9,32 580 14,10 36,90 63,60 24,20 38,10 41500 5,95 2,44 0,25 0,57
0847/5h 11,33 6,93 16,10 43,40 62,70 23,30 37,20 383,00 6,97 3,20 029 0,73
0084/5h 967 728 17,10 46,20 63,50 23,40 36,90 43500 6,73 1,99 0,60 0,23
0860/5h 11,26 6,80 1550 42,20 62,10 22,70 36,60 478,00 8,07 2,31 0,62 0,13
0831/8h 7,46 690 16,40 44,00 63,80 23,80 37,40 482,00 4,63 2,13 049 0,07
0868/8h 12,09 6,27 1520 40,50 64,60 2420 37,50 483,00 8,10 3,02 0,52 0,32
0869/8h 11,37 6,19 14,90 39,30 63,60 24,10 38,00 44500 7,52 2,78 0,37 0,57
0847/8h 12,67 7,35 16,80 4540 61,70 22,90 37,00 457,00 7,73 3,50 042 0,76
0084/8h 11,68 7,89 18,20 49,80 63,10 23,10 36,60 480,00 8,12 2,45 0,72 0,18
0860/8h 13,08 7,02 16,00 43,10 61,30 22,70 37,10 509,00 9,70 2,46 0,67 0,10
0831/11th 7,20 6,70 1580 43,00 64,10 23,60 36,80 44400 4,26 2,26 0,45 0,10
0868/11h 13,93 6,30 1530 40,70 64,60 2420 37,50 439,00 8,66 4,07 0,64 0,38
0869/11h 12,64 6,25 1510 39,80 63,60 24,10 37,90 40400 7,92 3,20 0,53 0,75
0847/11h 13,69 8,50 19,40 53,40 62,90 2280 3630 42400 8,34 4,03 0,44 0,64
0084/11h 10,78 7,73 18,10 49,550 64,10 23,40 36,60 432,00 7,29 2,63 0,53 0,18
0860/11h 13,19 7,33 16,40 4560 62,20 2240 36,00 48800 8,81 3,42 069 0,13
0831/24h 6,51 6,60 1560 43,10 6530 23,60 3620 384,00 4,25 1,58 0,47 0,10
0868/24h 11,37 576 13,80 37,90 6580 24,00 3650 390,00 7,65 2,53 0,67 0,41
0869/24h 14,82 568 13,80 37,00 6520 2430 3720 391,00 10,74 2,41 0,90 0,65
0847/24h 13,46 7,29 1690 4580 62,90 2320 3690 411,00 8,80 3,05 065 0,78
0084/24h 7,63 6,95 16,20 4450 63,90 23,30 36,40 449,00 4,68 2,19 0,46 0,21
0860/24h 11,61 6,51 14,80 4050 62,20 22,70 36,40 47300 7,93 2,71 0,67 0,16
0831/30h 6,61 586 13,90 37,70 64,30 23,60 36,80 37500 4,23 1,81 0,41 0,09
0868/30h 11,75 545 13,00 3530 64,80 23,90 36,90 38500 8,19 2,46 0,65 0,31
0869/30h 17,71 561 13,50 36,00 64,10 24,10 37,50 383,00 1324 275 1,02 054
0847/30h 14,74 7,67 17,60 4820 62,80 23,00 36,60 419,00 9,29 3,79 0,77 0,67
0084/30h 9,12 7,54 17,50 47,80 63,30 23,10 36,60 386,00 5,77 2,36 0,58 0,24
0860/30h 11,26 6,43 14,80 39,70 61,70 23,00 37,30 474,00 7,53 2,73 0,73 0,13
0831/36h 4,12 505 11,80 32,40 64,30 2340 3640 141,00 2,77 0,96 023 0,13
0868/36h  n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0869/36h 16,49 599 14,50 38,70 64,60 2430 37,60 317,00 11,88 3,01 095 047
0847/36h 15,40 8,17 19,00 51,30 62,80 23,20 37,00 386,00 9,18 4,55 0,65 0,72
0084/36h  n.s. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s. ns. n.s. ns. n.s. n.s.
0860/36h 9,97 6,49 1500 40,30 62,00 23,00 37,10 457,00 5,96 3,15 0,55 0,16
0831/48h 559 6,27 14,60 40,80 6510 23,40 3590 358,00 3,46 1,65 0,33 0,08
0868/48h 10,83 551 13,40 3590 6510 2420 37,20 420,00 6,88 2,86 0,55 0,44
0869/48h 13,00 5,87 14,00 38,10 6500 2390 36,70 39500 8,71 3,07 0,52 0,58
0847/48h 11,36 6,92 16,00 43,70 63,10 23,10 36,60 363,00 7,05 3,07 0,38 0,69
0084/48h 7,15 6,66 1570 42,70 64,10 23,60 36,70 449,00 4,25 2,22 0,38 0,20




8 Anhang 11
ID/Zeit WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT Neutr Lymph Mono Eos
0860/48h 871 635 14,50 39,80 62,70 22,80 3640 42200 579 217 051 0,12
0831/72h 4,69 634 1520 41,50 6540 23,90 3660 31800 285 144 029 0,04
0868/72h 10,21 536 12,80 3520 6570 24,00 3650 397,00 669 275 039 0,28
0869/72h 10,84 555 13,30 36,20 6520 24,00 36,70 37500 7,15 2,64 027 0,68
0847/72h 11,33 7,19 16,80 4510 62,70 2340 37,30 383,00 6,88 329 028 072
0084/72h 811 663 1560 42,10 63,50 23,50 37,00 46800 4,94 246 041 0,23
0860/72h 7,47 6,19 14,10 3840 62,10 22,80 3680 432,00 4,76 217 035 0,11
MW 10,28 6,61 1550 41,98 63,63 2349 3692 41916 677 253 048 0,36
SD 299 074 155 429 121 050 048 61,19 214 070 019 025
Tabelle 17. Referenzwerte fiir die klinisch-chemische Blutuntersuchung (IDEXX-
VetTest®)
AP ALT GGT LDH CK Urea Crea NHs Thil TP Alb Glob Glu
Einheit unui uin ui Ul mmol/l  pmol/l  pmol/l  pmol/l g/l g/l g/l mmol/l
reterenzwerte 2> 10 o 40 1025 4o 52028 25 40t
212 100 400 200 96 159 82 40 45 7,94
Tabelle 18. Ergebnisse der klinisch-chemischen Blutuntersuchung der 1. PK-
Studie
ID/Zeitpunkt AP ALT GGT LDH CK Urea Crea NHz Thil TP Alb  Glob Glu
0831/0h 89,00 18,00 2,00 224,00 111,00 550 63,00 12,00 2,00 59,00 27,00 32,00 6,25
0868/0h 49,00 20,00 4,00 300,00 143,00 570 86,00 18,00 2,00 5800 29,00 29,00 6,46
0869/0h 72,00 34,00 500 279,00 124,00 510 82,00 17,00 2,00 60,00 30,00 29,00 6,45
0847/0h 100,00 5500 4,00 302,00 108,00 3,90 71,00 21,00 2,00 6800 30,00 3800 6,66
0084/0h 56,00 16,00 4,00 198,00 8500 640 6800 17,00 200 5800 29,00 29,00 5,82
0860/0h 120,00 41,00 4,00 281,00 118,00 530 73,00 30,00 2,00 59,00 29,00 30,00 6,83
0831/72h 9500 27,00 2,00 17800 8200 4,80 6400 1200 2,00 57,00 2800 29,00 6,04
0868/72h 42,00 21,00 2,00 226,00 11200 690 8400 14,00 2,00 52,00 27,00 2500 631
0869/72h 64,00 26,00 4,00 201,00 111,00 520 81,00 12,00 2,00 5500 27,00 2800 6,64
0847/72h 88,00 68,00 4,00 271,00 101,00 420 69,00 2000 200 6200 29,00 33,00 615
0084/72h 46,00 18,00 2,00 173,00 83,00 4,50 72,00 16,00 2,00 50,00 2500 2500 5,32
0860/72h 110,00 22,00 3,00 233,00 8100 560 7600 19,00 200 5500 2800 27,00 645
MW 77,58 30,50 3,33 238,83 104,92 526 74,08 17,33 2,00 57,75 28,17 29,50 6,28
SD* 26,38 16,40 1,07 4643 1933 086 7,73 507 000 467 147 358 041




8 Anhang
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Tabelle 19. Ergebnisse der klinisch-chemischen Blutuntersuchung der 2. PK-

Studie

ID/Zeitpunkt AP ALT GGT LDH CK Urea Crea NHz Thil TP Alb  Glob Glu
0831/0h 84,00 20,00 1,00 262,00 9500 3,90 71,00 18,00 2,00 59,00 29,00 29,00 6,09
0868/0h 5500 11,00 1,00 29500 11500 540 70,00 22,00 2,00 56,00 30,00 26,00 6,12
0869/0h 64,00 38,00 6,00 240,00 124,00 4,70 7500 21,00 2,00 63,00 32,00 3100 657
0847/0h 58,00 62,00 3,00 271,00 127,00 270 76,00 12,00 2,00 5800 31,00 27,00 6,01
0084/0h 51,00 12,00 2,00 229,00 8500 560 69,00 20,00 200 54,00 29,00 2500 4,64
0860/0h 72,00 34,00 3,00 242,00 111,00 4,70 79,00 37,00 2,00 5800 31,00 27,00 5,89
0831/72h 74,00 10,00 2,00 183,00 8500 3,60 67,00 13,00 200 5300 2600 27,00 654
0868/72h 51,00 10,00 0,00 210,00 86,00 4,60 7600 1300 200 54,00 26,00 2800 639
0869/72h 60,00 16,00 3,00 263,00 117,00 570 80,00 13,00 2,00 57,00 27,00 30,00 6,18
0847/72h 60,00 6500 4,00 312,00 15800 3,10 83,00 16,00 2,00 54,00 28,00 2600 6,09
0084/72h 49,00 12,00 0,00 206,00 8500 7,50 71,00 20,00 2,00 5300 27,00 2500 5,39
0860/72h 78,00 2500 3,00 219,00 8300 620 78,00 2400 200 53,00 29,00 2500 6,31
MW 63,00 2625 2,33 244,33 10592 4,81 74,58 19,08 2,00 56,00 28,75 27,17 6,02
SD 11,52 19,75 1,72 37,93 2349 137 49 695 000 3,10 201 19 054

Tabelle 20. Ergebnisse der klinisch-chemischen Blutuntersuchung der 3. PK-

Studie

ID/Zeitpunkt AP ALT GGT LDH CK Urea Crea NH; Thil TP  Alb Glob Glu
0831/0h 144,00 17,00 0,00 322,00 111,00 360 70,00 24,00 2,00 5900 27,00 32,00 546
0868/0h 54,00 17,00 0,00 25500 120,00 3,80 81,00 17,00 2,00 56,00 30,00 27,00 573
0869/0h 91,00 27,00 4,00 328,00 13800 3,00 79,00 22,00 200 6500 3200 33,00 640
0847/0h 63,00 74,00 3,00 321,00 112,00 2,60 89,00 18,00 200 60,00 30,00 30,00 5,80
0084/0h 64,00 37,00 0,00 437,00 140,00 4,00 70,00 27,00 2,00 5800 30,00 28,00 4,77
0860/0h 90,00 53,00 3,00 384,00 141,00 4,40 83,00 3800 200 6200 34,00 2800 6,23
0831/72h 110,00 10,00 0,00 233,00 8400 330 67,00 11,00 200 57,00 28,00 29,00 654
0868/72h 51,00 10,00 3,00 217,00 104,00 540 8300 1200 2,00 54,00 28,00 26,00 643
0869/72h 83,00 14,00 3,00 221,00 8600 3,10 76,00 16,00 2,00 5800 2500 3200 624
0847/72h 59,00 46,00 4,00 229,00 109,00 3,60 8400 16,00 2,00 57,00 29,00 28,00 648
0084/72h 59,00 11,00 0,00 179,00 7400 570 76,00 1800 2,00 54,00 28,00 26,00 5,18
0860/72h 81,00 26,00 2,00 200,00 8000 570 79,00 19,00 200 56,00 30,00 26,00 6,40
MW 79,08 2850 1,83 277,17 108,25 4,02 78,08 19,83 200 5800 2925 2875 5,97
SD 27,24 2028 1,70 80,12 2374 1,07 657 7,31 000 3,19 2,34 249 0,58
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Abbildung 29. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0831, 1. PK-Studie
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Abbildung 30. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0868, 1. PK-Studie
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Abbildung 31. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0869, 1. PK-Studie
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Abbildung 32. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0847, 1. PK-Studie
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Abbildung 33. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0084, 1. PK-Studie
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Abbildung 34. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0860, 1. PK-Studie
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Abbildung 35. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0831, 2. PK-Studie
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Abbildung 37. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0869, 2. PK-Studie
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Abbildung 38. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0847, 2. PK-Studie
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Abbildung 39. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0084, 2. PK-Studie
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Abbildung 40. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0860, 2. PK-Studie
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Abbildung 41. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0831, 3. PK-Studie
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Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0868, 3. PK-Studie
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Abbildung 43. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0869, 3. PK-Studie
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Abbildung 44. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0847, 3. PK-Studie
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Abbildung 45. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0084, 3. PK-Studie
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Abbildung 46. Konzentrations-Zeit-Profil von Hund ID 0860, 3. PK-Studie
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Tabelle 21. Serum-Pharmakokinetik der 1. PK-Studie (1. Applikation)
Tier ID Crmax Trmax ty, AUCist  AUCWr V,/F CIF MRT ast
(ug/) (h) (h) (h'ug)  (h*ugh) (rkg) (Fh/kg) (h)
0084 1837 1.0 4.8 15601 16205 1,29 0.19 6.8
0831 1416 1,5 3.2 9144 9365 1,50 0,32 6,0
0847 1353 4,0 3,6 10358 10683 1,45 0,28 75
0860 1287 1,5 38 11056 11626 1,43 0,26 6,9
0868 1103 2,0 38 9792 10245 1,62 0,29 7,2
0869 961 2,0 3,9 7911 8180 2,05 0,37 6.9
N 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 1326 2,0 3,9 10644 11051 1,56 0,28 6,9
SD 301 1,0 0,5 2656 2785 0,27 0,06 0,5
Min 961 1,0 3.2 7911 8180 1,29 0,19 6,0
Median 1320 1,8 38 10075 10464 1,48 0,29 6,9
Max 1837 4,0 4,8 15601 16205 2,05 0,37 75
Geo. MW 1299 1,8 38 10400 10792 1,54 0,28 6,9
CV% 22,50 48,88 13,03 23,25 23,58 16,11 23,58 745
Tabelle 22. Serum-Pharmakokinetik der 1. PK-Studie (5. Applikation)
Tier ID Crmax  Tmax ty AUChast AUCe CLe/F  VJF  MRTnr Al
(ug/l) (h) (h)  (h*ugh) (h*ug/) (hikg)  (I/kg) (h)
0084 1921 97,5 5,0 15674 15764 0,20 1,42 7,64 1,04
0831 1243 1000 57 11518 11621 0,27 2,25 8,51 1,06
0847 1482 97,5 5,5 11588 11688 0,27 2,12 7,16 1,05
0860 1196 98,0 5,2 10922 11015 0,28 2,12 7,97 1,04
0868 1603 98,0 8,8 17372 18081 0,20 2,51 12,65 1,18
0869 998 98,0 5,7 9231 9334 0,34 2,79 8,34 1,06
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 1407 98,2 6,0 12718 12917 0,26 2,20 8,71 1,07
SD 331 0,9 1,4 3114 3299 0,05 0,46 1,99 0,05
Min 998 97,5 5,0 9231 9334 0,20 1,42 7,16 1,04
Median 1363 98,0 5,6 11553 11654 0,27 2,19 8,16 1,05
Max 1921 1000 88 17372 18081 0,34 2,79 12,65 1,18
Geo MW 1375 98,2 5,9 12417 12589 0,26 2,16 8,55 1,07
CV% 2370 0,94 20,84 24,08 24,91 21,60 2325 20,37 4,79
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Tabelle 23. Pharmakokinetik im TCF-A der 1. PK-Studie (1. Applikation)
Tier ID Crmax Tax t AUCiast AUCIN V,/F CIF MRTiast
(Hg/) (h) (h) (h*pg/) (h*ug/) (kg) (h/kg) (h)
0084 1008 8,0 6,4 12983 14723 1,90 0,20 11,29
0831 358 10,0 9,4 5423 7228 5,63 0,42 12,39
0847 719 10,0 Missing 5664 Missing Missing Missing 7,62
0860 699 8,0 7,2 8636 10141 3,09 0,30 10,68
0868 364 10,0 14,9 5763 9946 6,47 0,30 13,33
0869 292 8,0 20,8 5002 10303 8,72 0,29 12,89
N 6 6 5 6 5 5 5 6
NMiss 0 0 1 0 1 1 1 0
MW 573 9,0 11,7 7245 10468 5,16 0,30 11,37
SD 281 1,1 6,0 3095 2693 2,72 0,08 2,09
Min 292 8,0 6,4 5002 7228 1,90 0,20 7,62
Median 532 9,0 9,4 5713 10141 5,63 0,30 11,84
Max 1008 10,0 20,8 12983 14723 8,72 0,42 13,33
Geo MW 518 8,9 10,6 6805 10203 4,51 0,29 11,18
CV% 52,81 12,27 52,46 38,22 25,61 67,67 25,61 20,78
Tabelle 24. Pharmakokinetik im TCF-A der 1. PK-Studie (5. Applikation)
Tier ID Crnax Trax ty AUCast AUCNe  CLe/F V.IF MRTine Al
(ug/) (h) (h) (h*ug/)) (h*ug/)  (Ih/kg) (kg) (h)
0084 1081 102 17,9 14993 15316 0,23 6,02 14,33 1,65
0831 682 104 186 11286 11621 0,32 8,63 16,17 1,69
0847 807 104 228 13540 14692 0,29 9,63 20,72 1,93
0860 845 102 7,8 11497 11637 0,29 3,21 12,03 1,13
0868 979 102 12,0 19791 20223 0,20 3,43 18,79 1,33
0869 487 104 115 10990 11197 0,37 6,08 20,27 1,31
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 814 103 15,1 13683 14114 0,28 6,17 17,05 1,51
SD 212 1 5,6 3371 3463 0,06 2,62 3,47 0,30
Min 487 102 7,8 10990 11197 0,20 3,21 12,03 1,13
Median 826 103 14,9 12518 13164 0,29 6,05 17,48 1,49
Max 1081 104 228 19791 20223 0,37 9,63 20,72 1,93
Geo MW 788 103 14,2 13376 13794 0,28 5,68 16,74 1,48
CV% 29,04 1,06 4124 22,97 23,25 22,47 48,09 21,69 20,10
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Tabelle 25. Pharmakokinetik im TCF-B der 1. PK-Studie (1. Applikation)
Tier ID Crmax Tmax ty AUCast AUCr V.IF ClIF MRTiast
(ug/) (h) (h) (h*ugh) (h*ugll) (kg) (h/kg) (h)
0084 819 8,0 6,2 10471 11867 2,26 0,25 10,98
0831 402 8,0 6,7 5637 6580 4,44 0,46 11,44
0847 817 6,0 5,8 8911 9796 2,58 0,31 10,49
0860 592 6,0 9,8 8645 11309 3,74 0,27 11,32
0868 390 10,0 14,1 6220 10262 5,97 0,29 12,88
0869 495 10,0 8,3 5158 6665 5,39 0,45 11,84
N 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 586 8,0 8,5 7507 9413 4,06 0,34 11,49
SD 194 1,8 3,1 2132 2283 1,49 0,09 0,82
Min 390 6,0 5,8 5158 6580 2,26 0,25 10,49
Median 544 8,0 75 7433 10029 4,09 0,30 11,38
Max 819 10,0 14,1 10471 11867 5,97 0,46 12,88
Geo MW 560 78 8,1 7255 9163 3,82 0,33 11,47
CV% 3398 23,21 34,37 29,29 26,50 40,74 26,50 7,03
Tabelle 26. Pharmakokinetik im TCF-B der 1. Studie (5. Applikation)
Tier ID Crmax  Tmax  tn AUChst AUCHe Clso/F V/F MRTine Al
(ug/) (h) (h) (h*ugh) (h*ugh) (1hikg) (kg) (h)
0084 858 104 67 12951 13072 0,26 2,52 12,96 1,09
0831 647 102 11,2 12619 12820 0,32 5,10 19,27 1,29
0847 837 102 6,8 11593 11716 0,29 2,86 13,07 1,10
0860 700 104 20,9 11101 11477 0,32 9,76 15,91 1,82
0868 913 104 20,2 17961 18893 0,22 6,48 20,19 1,78
0869 515 104 7,1 8180 8309 0,42 4,28 13,88 1,11
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 745 103 121 12401 12715 0,31 5,17 15,88 1,36
SD 151 1 6,7 3207 3471 0,07 2,68 3,18 0,35
Min 515 102 67 8180 8309 0,22 2,52 12,96 1,09
Median 769 104 91 12106 12268 0,30 4,69 14,89 1,20
Max 913 104 20,9 17961 18893 0,42 9,76 20,19 1,82
Geo MW 731 103 10,7 12069 12344 0,30 4,64 15,63 1,33
CV% 21,83 1,00 57,67 25,91 26,95 21,44 54,22 19,72 24,65
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Tabelle 27. Serum-Pharmakokinetik der 2. PK-Studie (1. Applikation)
Tier ID Crax Tmax ty AUC)ast AUC\NF CLss/F V., /F MRTne
(ug/l) (h) (h) (hug) — (h*pgll)  (Ifhikg) (kg) (h)
0084 1335 2,0 4,0 10349 11018 1,58 0,27 7,98
0831 940 1,0 4,0 9683 10687 1,62 0,28 8,36
0847 963 2,0 58 9141 9832 2,54 0,31 8,23
0860 1100 2,0 6,2 9466 10183 2,64 0,29 7,44
0868 948 5,0 3,7 10576 11534 1,39 0,26 8,49
0869 964 2,0 5,0 8287 8640 2,51 0,35 6,77
N 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 1042 2,3 4,8 9584 10316 2,05 0,29 7,88
SD 155 14 1,0 833 1017 0,57 0,03 0,66
Min 940 1,0 3,7 8287 8640 1,39 0,26 6,77
Median 964 2,0 4,5 9574 10435 2,06 0,29 8,11
Max 1335 5,0 6,2 10576 11534 2,64 0,35 8,49
Geo. MW 1033 2,1 4,7 9553 10272 1,98 0,29 7,85
CV% 13,90 54,77 21,70 8,87 10,21 29,43 10,21 8,65
Tabelle 28. Serum-Pharmakokinetik der 2. PK-Studie (5. Applikation)
Tier ID Crax Trmax ty AUCist  AUCKr CLss/F V,/F MRTine Al
(wgy ) (h) (hugl)  (h*pg/)  (/hkg)  (I’kg) (h)
0084 1996 97,0 9,7 17203 17378 0,21 2,87 12,27 1,22
0831 1281 98,0 7,1 13606 13733 0,25 2,50 10,68 1,10
0847 1194 98,0 5,4 11145 11242 0,28 2,19 8,88 1,05
0860 1154 98,0 6,8 10087 11110 0,30 2,90 9,67 1,10
0868 1250 98,0 202 14629 14994 0,24 7,03 12,88 1,78
0869 1040 98,0 5,4 7981 8077 0,40 3,07 7,68 1,05
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 1319 97,8 9,1 12592 12756 0,28 3,43 10,34 1,22
SD 342 0,4 57 3236 3293 0,07 1,79 2,00 0,29
Min 1040 97,0 5,4 7981 8077 0,21 2,19 7,68 1,05
Median 1222 98,0 6,9 12376 12488 0,26 2,89 10,18 1,10
Max 1996 98,0 20,2 17203 17378 0,40 7,03 12,88 1,78
Geo. MW 1289 97,8 8,0 12230 12386 0,27 3,15 10,18 1,19
CV% 22,94 042 5344 27,41 27,55 22,88 42,94 19,88 20,68
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Tabelle 29. Pharmakokinetik im Transsudat der 2. PK-Studie (1. Applikation)

Tier ID Crmax Trmax ty, AUC st AUCne V,/F CI/F MRT ast

(ng/) (h) (h) (h*ug/l) (h*ugll) (k) (I/h/kg) (h)
0084 523,0 11,0 Missing 7575 Missing Missing Missing 12,86
0831 498,0 8,0 13,0 7992 12189 4,63 0,25 12,40
0847 601,0 11,0 Missing 7891 Missing Missing Missing 13,08
0860 537,0 8,0 8,1 7038 8707 4,05 0,34 11,77
0868 629,0 8,0 10,2 8127 11192 3,93 0,27 12,36
0869 439,0 8,0 9,9 6331 8389 511 0,36 11,55

N 6 6 4 6 4 4 4 6

NMiss 0 0 2 0 2 2 2 0
MW 538 9,0 10,3 7492 10119 4,43 0,30 12,34
SD 69 1,5 2,0 689 1864 0,55 0,06 0,60
Min 439 8,0 8,1 6331 8389 3,93 0,25 11,55
Median 530 8,0 10,0 7733 9950 4,34 0,31 12,38
Max 629 11,0 13,0 8127 12189 511 0,36 13,08
Geo. MW 534 8,9 10,2 7464 9991 4,41 0,30 12,33
CV% 13,05 16,56 19,49 9,59 18,59 12,24 18,59 4,86

Tabelle 30. Pharmakokinetik im Transsudat der 2. PK-Studie (5. Applikation)

Tier ID Crax  Tmax  t:  AUCas  AUCne  CLoF  VJF  MRTne
(ug/t) (h) (hy  (h'ugh)  (hugh)  (Mh/kg)  (Ikg) (h)

0084 894 1040 104 18735 18922 0,21 311 1806 125
0831 879 1040 73 17572 17703 0,22 229 1780 1,11
0847 815 1010 68 10891 11014 0,31 306 1334 1,10
0860 734 1010 242 11302 11738 0,31 100 1564 2,01
0868 893 1010 110 16196 16394 0,24 378 1777 128
0869 700 1040 17,8 12078 13299 0,28 724 1720 165

N 6 6 6 6 6 6 6 6 6

NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 819 1025 129 14612 14845 0,26 508 1664 140
sD 85 16 68 3339 3284 0,05 338 18 036
Min 700 1010 68 10891 11014 0,21 229 1334 1,10
Median 847 1025 107 14587 14846 0,26 345 1748 127
Max 894 1040 242 18735 18922 0,31 11,00 1806 2,01
Geo. MW 815 1025 116 14290 14538 0,26 433 1654 1,37
CV% 1068 160 531 2355 22,80 1825 6552 1179 243
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Tabelle 31. Pharmakokinetik im Exsudat der 2. PK-Studie (1. Applikation)
Tier ID Crnax Trmax ty, AUChast AUCF V.IF ClF MRTast
(naf) (h) (h) (h*pgll) (h*pg/l) (I7kg) (lh/kg) (h)
0084 679,0 8,0 6,9 8793 10151 2,93 0,30 10,83
0831 494,0 8,0 13,6 7123 11360 5,18 0,26 12,62
0847 376,0 11,0 Missing 6061 Missing Missing Missing 13,20
0860 550,0 8,0 10,3 8086 10894 4,09 0,28 11,68
0868 678,0 8,0 8,8 9828 12446 3,06 0,24 11,91
0869 787,0 8,0 Missing 8733 Missing Missing Missing 10,27
N 6 6 4 6 4 4 4 6
NMiss 0 0 2 0 2 2 2 0
MW 594 85 9,9 8104 11213 3,82 0,27 11,75
SD 149 1,2 2,8 1340 961 1,05 0,02 1,09
Min 376 8,0 6,9 6061 10151 2,93 0,24 10,27
Median 614 8,0 9,6 8410 11127 3,58 0,27 11,80
Max 787 11,0 13,6 9828 12446 5,18 0,30 13,20
Geo. MW 577 8,4 9,6 8007 11182 3,71 0,27 11,71
CV% 27,27 13,06 29,20 17,43 8,53 27,16 8,53 9,35
Tabelle 32. Pharmakokinetik im Exsudat der 2. PK-Studie (5. Applikation)
Tier ID Cmax Tmax ty AUCiast AUCINF CLss/F V,/F MRTne Al
(ug/) (h) (h) (h*pgl) — (h*ug/)  (/h/kg)  (Ikg) (h)
0084 1386 1040 12,78 21262 21492 0,17 3,19 15,44 1,37
0831 828 1040 12,51 16911 17137 0,23 4,10 18,18 1,36
0847 665 101,0 18,37 13110 13441 0,28 7,39 16,50 1,68
0860 704 101,0 11,91 15411 15626 0,25 4,34 18,46 1,33
0868 1202 101,0 9,81 18271 18448 0,22 3,06 17,17 1,22
0869 1140 104,0 6,57 13712 13830 0,24 2,32 13,37 1,09
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 988 103 11,99 16446 16662 0,23 4,07 16,52 1,34
SD 296 1,6 3,89 3047 3041 0,04 1,78 1,90 0,20
Min 665 101,0 6,57 13110 13441 0,17 2,32 13,37 1,09
Median 984 1040 12,21 16161 16381 0,24 3,65 16,83 1,34
Max 1386 1040 18,37 21262 21492 0,28 7,39 18,46 1,68
Geo.MW 950 1030 11,45 16219 16440 0,23 3,80 16,42 1,33
CV% 31,30 1,51 34,97 18,34 18,02 16,50 41,21 12,05 14,46
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Tabelle 33. Serum-Pharmakokinetik der 3. PK-Studie
Tier |D Cmax Tmax t‘/z AUCIast AUCINF AUC0724 Vz/F Cl/F MRT\ast
(ng/) (h) (h) (h*ug/)  (h*pgh)  (h*uglt)  (kkg)  (I/h/kg) (h)
0084 1437 1,00 16,94 13129 13911 11573 527 0,22 10,72
0831 1024 2,00 6,50 10577 10694 9141 2,63 0,28 11,20
0847 956 5,00 6,17 10191 10302 9635 2,59 0,29 9,65
0860 1038 2,00 6,60 9418 9537 8962 2,99 0,31 8,21
0868 907 2,00 12,67 12351 13357 9598 4,11 0,22 14,35
0869 917 2,00 5,68 8490 8593 8112 2,86 0,35 8,11
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 1047 2,33 9,09 10693 11066 9503 3,41 0,28 10,37
SD 199 1,37 4,64 1756 2122 1155 1,07 0,05 2,32
Min 907 1,00 5,68 8490 8593 8112 2,59 0,22 8,11
Median 990 2,00 6,55 10384 10498 9369 2,93 0,29 10,19
Max 1437 5,00 16,94 13129 13911 11573 527 0,35 14,35
Geo.MW 1033 2,08 8,28 10574 10900 9448 3,29 0,28 10,17
CV% 17,22 54,77 47,89 16,48 19,08 11,78 29,11 19,08 21,69
Tabelle 34. Pharmakokinetik im Transsudat der 3. PK-Studie
Tier D Cmax Tmax t'/z AUC\as( AUCINF AUC0724 VZ/F Cl/F MRTIas(
(ug/) (h) (h) (h*ugll) (h*ugfl) (h*pgll) (I’kg) (I/h/kg) (h)
0084 436 8,00 12,20 10065 10286 7004 5,13 0,29 20,51
0831 372 8,00 9,14 9016 9181 6218 4,31 0,33 20,20
0847 441 11,00 5,82 7441 7546 5900 3,34 0,40 16,81
0860 446 8,00 7,37 7243 7376 6243 4,32 0,41 14,04
0868 389 8,00 16,45 10396 11084 6318 6,42 0,27 23,57
0869 373 8,00 7,40 6725 6858 5688 4,67 0,44 14,94
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 410 8,50 9,73 8481 8722 6229 4,70 0,36 18,35
sD 35 1,22 3,95 1560 1727 449 1,03 0,07 3,69
Min 372 8,00 5,82 6725 6858 5688 3,34 0,27 14,04
Median 413 8,00 8,27 8228 8363 6231 4,50 0,36 18,51
Max 446 11,00 16,45 10396 11084 7004 6,42 0,44 23,57
Geo. MW 408 8,44 9,14 8362 8582 6215 4,61 0,350 18,04
CV% 865 13,06 39,46 18,55 19,82 7,10 21,936 19,82 20,42
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Tabelle 35. Pharmakokinetik im Exsudat der 3. PK-Studie

Tier ID Crnax Trmax ty AUCiast AUCINF AUCq_24 V./F Cl/F MRT ast
(wg) — (h) (h) (h*pgh) (h*pg/) — (h*pg)  (kg)  (I/h/kg) (h)
0084 287 8,00 5,80 5220 5325 4269 4,72 0,56 15,49
0831 629 5,00 10,15 9920 10103 7383 4,35 0,30 17,54
0847 251 8,00 5,05 3663 3754 3272 5,82 0,80 13,92
0860 376 8,00 7,50 6825 6960 5890 4,66 0,43 14,72
0868 642 8,00 11,66 11765 11975 8249 4,22 0,25 19,50
0869 520 8,00 4,32 6922 7000 6700 2,67 0,43 10,87
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6
NMiss 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 451 7,50 741 7386 7520 5960 4,41 0,46 15,34
SD 171 1,22 2,94 2989 3037 1892 1,02 0,20 2,98
Min 251 5,00 4,32 3663 3754 3272 2,67 0,25 10,87
Median 448 8,00 6,65 6874 6980 6295 4,51 0,43 15,11
Max 642 8,00 11,66 11765 11975 8249 5,82 0,80 19,50
Geo. MW 422 7,40 6,95 6873 7002 5680 4,29 0,428 15,09
CV% 41,96 19,37 41,05 44,28 44,03 36,41 26,260 44,03 20,40
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Tabelle 36. p-Werte der zweifaktoriellen Varianzanalysen der 1. PK-Studie

Serum

Serum Serum TCF-A

TCF-A
TCEB TCF-A TCF-B TCF-B
Applikation 0,0951 0,1023 0,1884 0,0579
Ciax Medium <0,0001 0,0001 0,0004 0,5910
Appl. x Medium 0,1033 0,1027 0,3738 0,0118
Applikation 0,0476 0,0791 0,5623 0,0250
Tmax Medium <0,0001 <0,0001 0,0004 0,6606
Appl. x Medium 0,1037 0,0482 0,4618 0,1747
Applikation 0,0569 0,0739 0,0140 0,2364
ty, Medium 0,0033 0,0018 0,0070 0,5857
Appl. x Medium 0,7432 0,5678 0,3782 0,7267
Applikation 0,0267 0,0315 0,0483 0,0158
AUC st Medium 0,0049 0,0027 0,0142 0,3366
Appl. x Medium 0,0008 0,0025 0,0031 0,1731
Applikation 0,1352 0,1701 0,1019 0,1043
AUC;y¢ Medium 0,2584 0,8869 0,1698 0,2193
Appl. x Medium 0,0573 0,0403 0,0434 0,9469
Applikation 0,3114 0,5198 0,1504 0,4692
V. IF Medium 0,0098 0,0098 0,0093 0,8001
Appl. x Medium 0,8245 0,8421 0,6704 0,6254
Applikation 0,3443 0,3968 0,2166 0,4165
Cl/IF Medium 0,0383 0,2866 0,0170 0,1491
Appl. x Medium 0,8366 0,7893 0,6522 0,6155
Applikation 0,0019 0,0061 0,0174 0,0018
MRT Medium <0,0001 0,0002 0,0001 0,5920
Appl. x Medium 0,1565 0,1267 0,0152 0,5993
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Tabelle 37. p-Werte der zweifaktoriellen Varianzanalysen der 2. PK-Studie
Serum
Transsudat Serum Serum Transsudat
Transsudat Exsudat Exsudat
Exsudat

Applikation 0,0039 0,0049 0,0094 0,0012

Chax Medium 0,0008 0,0030 0,0100 0,2758
Appl. x Medium 0,1411 0,9577 0,0496 0,1404

Applikation 0,0601 0,0560 0,0981 0,0599

Tmax Medium <0,0001 0,0005 0,0002 0,3632
Appl. x Medium 0,1009 0,0844 0,2150 0,3632

Applikation 0,2175 0,0964 0,0771 0,6890

1y, Medium 0,0877 0,0281 0,0671 0,8930
Appl. x Medium 0,4917 0,6531 0,1816 0,7721

Applikation 0,0020 0,0052 0,0027 0,0009

AUC, 55¢ Medium 0,0497 0,9392 0,0637 0,0621
Appl. x Medium 0,0001 0,0049 <0,0001 0,2083

Applikation 0,0230 0,0158 0,0270 0,0130

AUC;ys Medium 0,1208 0,1803 0,0019 0,3464
Appl. x Medium 0,0024 0,0410 0,0083 0,1592

Applikation 0,3742 0,1630 0,2464 0,7371

V,IF Medium 0,4195 0,1328 0,3206 0,5313
Appl. x Medium 0,6755 0,9500 0,1764 0,5521

Applikation 0,0261 0,0220 0,1367 0,0034

Cl/IF Medium 0,3047 0,5529 0,0358 0,3416
Appl. x Medium 0,3460 0,2255 0,2045 0,4226

Applikation 0,0009 0,0037 0,0010 0,0005

MRT Medium <0,0001 <0,0001 0,0003 0,6531
Appl. x Medium 0,0291 0,0564 0,0150 0,6165
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Tabelle 38. p-Werte der einfaktoriellen Varianzanalyse sowie des Student-
Newman-Keuls-Tests der 3. PK-Studie

T S S e
xsudat

G 0.0001 <0.01 <001 sigr:\ii(f:irlltant
T <0.0001 <001 <0,01 sigrr:ii(;irll;nt
v 0:24%0 Sigr']‘ii(‘zir‘l;”t Sig:ii%rll;nt Sigrrllii(f:irll;nt
AUCas 0,0191 <0,05 <0,05 sigr;ii?irlltant
AUCin 0,0144 <0,05 <0,05 sigrr:ii?irll;nt
VAl 0.1062 Sigrr:ii%'lltant sig:ii(f:irlltant sigr;ii(;irllta nt
cF 0,0490 Sigrf]‘ii?ir‘l;nt <0.05 sigr:\ii(f:irll;nt

MRT <0,0001 <0,01 <0,01 <0,01
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