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Einleitung

1 Enleitung

Erkrankungen des respiratorischen Systems und Durchfallerkrankungen sind sehr
haufig bei Fohlen und fihren zu den meisten Verlusten in der Fohlenaufzucht. Bei der
durch Rhodococcus equi (R. equi) verursachten Pneumonie des Fohlens handelt es
sich um eine weltweit verbreitete Lungenentziindung, welche vorwiegend im Alter von
zwei bis sechs Monaten auftritt. R. equi kommt ubiquitér in der Umwelt vor und wird
vorwiegend tber Aerosole aufgenommen. Im Fohlen entzieht sich das Bakterium einer
effektiven Immunantwort des Wirts, indem es vorwiegend in den Lungenmakrophagen
persistiert, sich dort vermehrt und die Zellen anschlieRend abt6tet. Entsprechend
diesem Vorgehen findet sich in der pathologischen Untersuchung eine multifokale,

subakute bis chronische, granulomatdése Bronchopneumonie.

Die Behandlung der R. equi-Pneumonie mit Antibiotika ist nur dann erfolgreich, wenn
bei deren Wahl die chemischen Eigenschaften des Medikaments, eine ausreichend
hohe Dosierung und ein sehr langer Zeitraum berlcksichtigt werden. Die eingesetzten
Antibiotika mussen lipophil sein, so dass sie in den Lungenabszessen und in den
dortigen Zielzellen von R. equi hohe Wirkspiegel erreichen. Diese Eigenschaft besitzen
sowohl Rifampicin als auch Makrolid-Antibiotika. Seit den 1980er Jahren wird eine
Kombination beider Antibiotikaklassen zur Therapie der Rhodokokkose beim Fohlen
eingesetzt, wodurch die Sterblichkeit durch die R. equi-Pneumonie weltweit drastisch
gesunken ist. Der erste Vertreter der Makrolide, Erythromycin, wurde seit der
Herstellung halbsynthetischer und synthetischer Makrolide mit verbesserten
pharmakokinetischen Eigenschaften und geringeren Nebenwirkungen zunehmend
aus den Therapieprotokollen verdrangt. Heutzutage werden vor allem Azithromycin,
Tulathromycin und Clarithromycin eingesetzt. Da es sich bei Rifampicin um ein
Medikament handelt, welches in Zellen sehr potent zur Aktivierung eines speziellen
Rezeptor-Proteins (pregnane-X-receptor) fuhrt, welches unter anderem flr
metabolisierende Enzyme und Transportproteine kodiert, ist eine Interaktion bei
Kombination mit weiteren Antibiotika jedoch haufig. So wurden zum Beispiel beim

Fohlen bei der Kombination von Rifampicin und Clarithromycin signifikant niedrigere
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Clarithromycin-Konzentrationen in Plasma und bronchoalveolaren Zellen (BALC)

nachgewiesen als bei Gabe von Clarithromycin in Monotherapie.

Bei Gamithromycin handelt es sich um ein neues Makrolid-Antibiotikum, welches sich
aufgrund seiner physikochemischen Eigenschaften in  hohem Masse im
Lungengewebe von Rindern und Fohlen anreichert. Allerdings ist Gamithromycin sehr
wahrscheinlich ebenfalls Substrat der von Rifampicin induzierten Enzymsysteme und
damit konnte die Verteilung und Wirksamkeit bei Kombinationsgabe beeinflusst sein.
Ob Gamithromycin unter gleichzeitiger Gabe von Rifampicin ausreichend hohe
Wirkspiegel in der Lunge und in bronchoalveolaren Zellen erreicht und ob eine
Kombinationstherapie mit beiden Wirkstoffen aus pharmakokinetischer Sicht fur die

Rhodokkokose-Behandlung geeignet ist, soll die nachfolgende Untersuchung zeigen.
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2 Literaturubersicht
2.1 Rhodokokkose bei Fohlen

2.1.1 Bedeutung der Rhodokokkose in der Fohlenaufzucht

In der Fohlenaufzucht stellen respiratorische Erkrankungen und
Durchfallerkrankungen die haufigsten medizinischen Notfalle dar. Nach der grof3en
Gruppe der muskuloskeletalen und traumatischen Erkrankungen konnten in einer
retrospektiven Studie, in welcher Daten von 2468 verstorbenen Fohlen ausgewertet
wurden, Pneumonien als eine der Haupttodesursachen bei Fohlen kategorisiert
werden (COHEN 1994). Neben Streptococcus equi zooepidemicus stellt Rhodococcus
equi (R. equi) einen der am haufigsten vorkommenden Erreger von Erkrankungen der
tiefen Atemwege dar (HOFFMANN et al. 1993). R. equi wurde 1923 das erste Mal von
MAGNUSSON als Corynebacterium pyogenes (equi) beschrieben und ist ein weltweit
vorkommender ubiquitarer Keim (TAKAI 1997, WOOLCOCK et al. 1987). Es handelt
sich dabei um einen Bodensaprophyten, der vor allem in staubigen und trockenen
Boden und in Faeces vorkommt (BARTON et al. 1984, TAKAI et al. 1986, TAKAI
1997). Die R. equi-Pneumonie kann bei Fohlen sowohl sporadisch als auch endemisch
auftreten, wobei auf Gestlten mit hoher Besatzdichte und permanent dort lebenden
Tieren das Risiko fur R. equi bedingte Pneumonien erhoht ist (CHAFFIN et al. 2003,
COHEN et al. 2005). Mit einer Morbiditat von 5 bis 60 % und Mortalitatsraten von 5 bis
17 % (ELISSALDE et al. 1980, HIGUCHI et al. 1997) ist die R. equi-Infektion mit hohen
Verlusten verbunden. Aus diesem Grund stellen, die Friherkennung und die
Behandlung der kranken Fohlen einen grof3en wirtschaftlichen Faktor, besonders auf
endemisch betroffenen Gestuten, dar.

2.1.2 Epidemiologie und klinisches Bild der Rhodokokkose

Die Infektion erfolgt vorwiegend aerogen (COHEN et al. 2013, MUSCATELLO et al.
2006). Auch die orale Aufnahme und die direkte Ubertragung zwischen den Fohlen
wurden als Ansteckungsquelle diskutiert (JOHNSON et al. 1983, MUSCATELLO et al.
2006 b, PRESCOTT et al. 1980), erscheinen aber obsolet. Betroffen sind vor allem
Fohlen im Alter von drei bis fiinf Monaten (GIGUERE et al. 2011 b), was auf die noch
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unreife Immunabwehr zurlick zu fuhren ist. Adulte Pferde entwickeln in der Regel keine
Erkrankung, auch wenn der Erreger bei Ihnen nachgewiesen werden kann
(PRESCOTT et al. 1993, TAKAI et al 1987). Das Gleiche gilt fir eine Reihe anderer
Tierarten wie Schweine, Schafe und Katzen aber auch fiur den Menschen (ELISSALDE
et al. 1980, TAKAI et al. 1994, 1996, 2003). Bei anderen Tieren als Fohlen sowie beim
Menschen kann sich die Erkrankung in Form von nekrotisierender Lymphadenitis,
Pneumonie, aber auch als Wundinfektion manifestieren (VASQUEZ-BOLAND et al.
2013), dabei scheint sie zoonotisch zu sein und tritt vor allem bei immunsupprimierten
Patienten auf (MARTENS et al. 2005, TAKAI et al. 1994, YAMSHCHIKOQV et al. 2010).

Hauptmanifestationsort der Rhodokokkose beim Fohlen ist die Lunge. Dort fihrt R.
equi zu einer eitrig-abszedierenden Bronchopneumonie mit Lymphadenitis der
regionalen Lymphknoten (YAGER 1987, ZINK et al. 1986). Infizierte Fohlen sind oft
subklinisch erkrankt oder zeigen zunachst Symptome wie erhdohte Atemfrequenz,
leichtes Fieber, Husten, Nasenausfluss und verstarkte Atemgerausche (FALCON et
al. 1985, HEIDMANN et al. 2006). Seltener kann sich die R. equi-Infektion
extrapulmonal manifestieren in Form von pyogranulomatdser Kolitis, Polysynovialitis,
vertebralen Abszessen oder Osteomyelitis der Wirbel (COHEN et al. 2007, GIGUERE
et al. 2011 b). Bei der Obduktion von 131 Fohlen, welche vorberichtlich eine R. equi-
Erkrankung hatten, wurde in 115 Fallen eine Pneumonie diagnostiziert und von diesen
konnte bei 55 Fohlen zusatzlich eine Kolitis festgestellt werden (ZINK et al. 1986). In
einer weiteren retrospektiven Studie traten extrapulmonale Manifestationen mit einer
Pravalenz von 66 % bei 61 obduzierten Fohlen auf, wobei am haufigsten
Polysynovialitis, abdominale Lymphadenitis, Enterokolitis und periphere
Abszessbildung sowie eine Uveitis bzw. Keratouveitis diagnostiziert wurden
(CHAFFIN et al. 1997). Zusatzlich zu den vorher genannten Symptomen treten dann
je nach Manifestationsort auch Durchfall, Lahmheit oder neurologische Ausfélle auf
(AINSWORTH 1999, FALCON et al. 1985). Hamatologisch sind sowohl bei der
pulmonalen als auch bei der extrapulmonalen Form eine Neutrophilie, Monozytose und

erhohte Plasma-Fibrinogen-Spiegel festzustellen (FALCON et al. 1985).
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2.1.3 Mikrobiologische Eigenschaften von Rhodococcus equi

Bei R. equi handelt es sich um einen grampositiven Erreger, welcher fakultativ
intrazellular in phagozytierenden Zellen persistiert und repliziert (COHEN et al. 2007).
Makrophagen, vorwiegend in der Lunge, stellen dabei den primaren Ort der Infektion
im Wirtsgewebe dar. In diese Zellen wird der Erreger Uber den Komplement-Rezeptor
3 (complement receptor 3, CR3) aufgenommen (HONDALUS et al. 1993). In der Zelle
persistiert und repliziert R. equi in einem modifizierten Phagosom, der sog. ,R. equi
containing vacuole (RCV). Uber Virulenz-assoziierte Plasmide (Vap) verhindert es die
Reifung des Phagosoms und somit auch die Fusion zwischen Phagosom und Lysosom
(FERNANDEZ-MORA et al. 2005, HONDALUS et al. 1994, VON BARGEN et al. 2009,
ZINK et al. 1987). Diese intrazellulare Modulation und die Replikation des Erregers
fuhren vorwiegend zur Nekrose der Zellen und dadurch Uber die Aktivierung von
Entziindungsmediatoren zur Abszessbildung und Gewebszerstorung (LUHRMANN et
al. 2004).

2.1.4 Therapie der Rhodokokkose beim Fohlen

Auf endemisch betroffenen Gestlten hat sich ein Monitoring mit regelmafigen
ultrasonographischen Untersuchungen der Lunge und Bestimmung der
Blutleukozytenzahl als sehr sensitiv fur die frihe Erkennung von subklinisch
erkrankten Fohlen gezeigt (GIGUERE et al. 2003, SLOVIS et al. 2005, Mc CRACKEN
et al. 2009). Durch die fruhzeitige Erkennung und Behandlung subklinischer
Lungenabszesse kann die Zahl der klinischen Erkrankungen und die Mortalitat deutlich
reduziert werden (SLOVIS et al. 2005). Es gab auch bereits mehrere Versuche durch
Vakzination oder durch den Einsatz von Hyperimmunseren oder prophylaktischen
Antibiotika die Pravalenz auf Gestlten mit endemischer Rhodokokkose zu reduzieren
(GIGUERE et al. 2002, HIGUCHI et al. 1999, MULLER-ALANDER 2008, SCHULTE
2005). Diese Anstrengungen, der Erkrankung vorzubeugen, waren jedoch bisher nicht
erfolgversprechend. Die frihzeitige Diagnose und die antibakterielle Therapie
schwerer erkrankter Fohlen stehen weiterhin im Vordergrund und reduzieren die
Verlustrate erfolgreich auf ein Minimum (GIGUERE 2011 c¢, HILDEBRAND et al.
2015a).
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Aufgrund des beschriebenen Pathomechanismus muissen die eingesetzten
antimikrobiellen  Wirkstoffe besondere Eigenschaften aufweisen, um die
Rhodokokkose erfolgreich zu therapieren. Viele Antibiotika sind zwar in vitro wirksam,
jedoch nicht im Wirtsorganismus, weshalb sie beim kranken Fohlen nicht effektiv sind.
Penicillin und Aminoglykoside zeigen in vitro eine sehr hohe Wirksamkeit gegen R.
equi (WOOLCOCK et al. 1980), jedoch nicht am Patienten, wie eine Studie zeigte, in
welcher 17 Fohlen mit der Kombination von Penicillin und Gentamicin behandelt
wurden und verstarben (SWEENEY et al. 1987).

Das eingesetzte Antibiotikum muss sich nicht nur in der Lunge anreichern, sondern
vor allem in den Zellen ausreichend hohe Wirkspiegel erreichen. Zu den Antibiotika,
die diese Anforderungen erfillen, gehdren Makrolide, Chinolone und Rifampicin. Diese
Wirkstoffe reichern sich aufgrund ihres lipophilen Charakters sehr gut im Gewebe und
sogar in nekrotischem Material an, aber auch in Zellen und Zellkompartimenten wie
z.B. Lysosomen (HOF 1998). Seit den 1980er Jahren ist die Kombination von
Makroliden mit Rifampicin die Therapie der Wahl und hat die Mortalitat von Fohlen mit
Rhodokokkose drastisch gesenkt (GIGUERE 2010 a). Dass die Kombination sehr gut
zur Behandlung geeignet ist, zeigte eine Studie in welcher 50 von 57 Fohlen erfolgreich
mit Erythromycin und Rifampicin behandelt wurden (HILLIDGE 1987).

Da die Gruppe der Makrolide weiter entwickelt wurde, finden heutzutage neue
halbsynthetische und synthetische Vertreter Einsatz in der Therapie der
Rhodokokkose beim Fohlen. Dazu gehoren Azithromycin, Tulathromycin und
Clarithromycin. Diese zeigen pharmakokinetische Vorteile gegentber Erythromycin
wie hohere Bioverfligbarkeit, gro3eres Verteilungsvolumen und langere Halbwertszeit
(VILLARINO et al. 2010), aber auch geringere Nebenwirkungen. Da die Therapie der
R. equi-Pneumonie sehr langwierig ist, namlich zwischen 2 bis zu 12 Wochen dauern
kann (GIGUERE 2010 a), ist es wichtig, dass die verwendeten Antibiotika gut von den
Fohlen toleriert werden. Aufgrund schneller Resistenzbildung ist die Monotherapie der
R. equi-Pneumonie nicht zu empfehlen, besonders nicht der alleinige Einsatz von
Rifampicin (GIGUERE et al. 2010 b). In einer Studie in welcher 38 R. equi-Isolate

untersucht wurden, wurde bei 24 Isolaten eine Resistenz gegentber Rifampicin
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und/oder Makroliden festgestellt, wobei keine Isolate beschrieben werden konnten,

welche Makrolid-resistent jedoch Rifampicin-sensibel waren (GIGUERE et al. 2010 b).

Die Kombination von Rifampicin mit Azithromycin, Tulathromycin, Clarithromycin oder
in jungster Zeit Gamithromycin stellt die aktuelle Therapie der Wahl bei einer R. equi-

Pneumonie dar.
2.2 Rifampicin

2.2.1 Struktur und Wirkweise von Rifampicin

Rifampicin (RIF) gehort zu der Gruppe der Rifamycine und ist ein halbsynthetisches
Derivat von Rifamycin B. Es stellt ein Breitspektrum-Antibiotikum dar, welches
bakterizid gegenuber Mykobakterien wie Mycobacterium tuberculosis und
Mycobacterium bovis sowie gegeniber R. equi wirkt, zudem ist es wirksam gegenuber
Staphylokokkus aureus, R-hdmolisierenden Streptokokken und Pasteurella spp.
(JACKS et al. 2003). Die Wirkungsweise besteht darin, dass RIF einen Komplex mit
der Ribonukleinsdure (RNS)-Polymerase bildet, und damit die RNS-Translation und
darauf folgend die Proteinsynthese hemmt (ALDRICH et al. 2010).

Bei der RIF-Monotherapie kommt es gegeniber den vorher genannten Bakterien sehr
schnell zur Resistenzbildung. Aus diesem Grund wird eine Kombinationstherapie
angestrebt. Die Resistenzentwicklung kann auf zwei Wegen beruhen. Zum einen
wurde bei manchen Bakterien ein ,inactivation of rifampin“-Gen nachgewiesen, zum
anderen konnte eine Punktmutation im DNA-directed RNA polymerase subunit-beta-
Gen nachgewiesen werden (ANDERSEN et al. 1997, ASOH et al. 2003).

2.2.2 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Rifampicin

RIF erreicht durch seinen lipophilen Charakter nach i.v.-Gabe ein hohes
Verteilungsvolumen von 932 + 292 ml/kg beim adulten Pferd (WILSON et al. 1988).
Die Bioverfuigbarkeit nach oraler Gabe bei adulten Pferden liegt zwischen 40 % und
53 % und die Maximalkonzentration im Plasma wird beim Pferd nach 2 bis 4 Stunden
erreicht (BURROWS et al. 1985, CASTRO et al. 1986, WILSON et al. 1988). Es ist

jedoch zu beachten, dass sich die Zeit bis zum Erreichen der maximalen
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Plasmakonzentration deutlich verlangert und die Bioverfligbarkeit abnimmt, wenn der
Arzneistoff mit dem Futter appliziert wird (BURROWS et al. 1992).

In der Leber wird RIF unter anderem zu 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF)
verstoffwechselt. Dieser Metabolit ist ebenfalls antimikrobiell wirksam (ACOCELLA
1978).

Die terminale Halbwertszeit von RIF beim Pferd nach einmaliger oraler Gabe betragt
zwischen 11 und 13 Stunden (WILSON et al. 1988, KOHN et al. 1993). Sowohl beim
Menschen als auch beim Pferd verkirzt sich die Halbwertszeit nach mehrmaliger
oraler Gabe (Fachinformation Eremfat® Filmtabletten FATOL 1997, KOHN et al. 1993).
Die Abnahme der Halbwertszeit ist auf eine Enzyminduktion in der Leber zurlick zu

fuhren, welche auch Ausldser fir diverse Arzneimittelinteraktionen von RIF ist.

In alteren Studien wurden beim Fohlen nach oraler Gabe von 10 mg/kg RIF maximale
Plasmakonzentrationen von 6,7 pg/ml ermittelt, beim adulten Pferd konnte nach
intragastraler Gabe von 20 mg/kg RIF eine maximale Plasmakonzentration von
13,25 pg/ml ermittelt werden (CASTRO et al. 1986, WILSON et al. 1988). In einer
neueren Studie an Fohlen wurde nach i.v.-Gabe von 10 mg/kg RIF eine maximale
Plasmakonzentration von 17,3 + 5,49 pg/ml ermittelt, nach oraler Gabe von 20 mg/kg
RIF lagen die maximalen Plasmakonzentrationen bei 12,4 + 1,9 ug/ml und nach oraler
Gabe von 10 mg/kg RIF bei 5,1 + 1,4 pg/ml (KIRSCHBAUM 2015). In dieser Studie
konnte auch eine Anreicherung von RIF und seinem Metaboliten 25-O-RIF in den
bronchoalveolaren Zellen (BALC) und in der pulmonary epithelial lining fluid (PELF)
nachgewiesen werden. Die Konzentrationen fir RIF in den BALC lag zwischen
1,51+0,71 pg/ml (10 mg/kg p.o.) und 2,67 = 1,30 pg/ml (20 mg/kg p.o.)
(KIRSCHBAUM 2015).

Die minimale Arzneistoffkonzentration bei der 90 % der R. equi-Isolate gehemmt
werden (MHKgo) liegt fur RIF bei <0,5 pg/ml (GIGUERE et al. 2012, JACKS et al. 2003).
Die Behandlung der R. equi-Pneumonie sollte mit 10 mg/kg einmal taglich erfolgen
(GIGUERE et al. 1997, KIRSCHBAUM 2015).
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2.2.3 Wirkung von Rifampicin auf Enzymsysteme und Transportproteine

RIF-induzierte Arzneimittelinteraktionen werden in der Humanmedizin seit Gber 25
Jahren beschrieben. Heutzutage ist bekannt, dass die zugrunde gelegte Aktivierung
von Cytochrom-P450-Enzymsystemen (CYP450) durch den pregnane-X-receptor
(PXR) und den constitutive-androstenone receptor (CAR) kodiert werden (CHAI et al.
2013, CHEN et al. 2006). Solche sog. Transkriptions-Faktoren kénnen durch diverse
endogene und exogene Liganden aktiviert werden. Die Wirkung von RIF auf PXR ist
sehr viel groRer als auf CAR. PXR aktiviert seinerseits eine Reihe von Zielgenen, die
beispielsweise fur die Ausscheidung von Xenobiotika eine Rolle spielen, darunter auch

Vertreter der pharmakokinetischen Phase 0, |, II, und Il -Reaktionen.

Die Phase 0 wird vertreten durch Aufnahme-Transporter, wie zum Beispiel die organic
anion transporting polypeptides (OATPs). OATPs sind als Transmembranproteine in
der Zytoplasmamembran lokalisiert und transportieren organische Anionen wie zum
Beispiel Gallensauren, Bilirubin, Hormone aber auch Arzneistoffe und Toxine in die
Zelle. Sie kommen in Leber, Niere, Magen und Darm, Lunge und vielen anderen
Organen vor und sind sowohl auf der basolateralen als auch auf der apikalen Seite
von Zellen zu finden. Durch Modulation an diesen Transportern kann es zu veranderter
Resorption, Distribution und/oder Ausscheidung ihrer Substrate kommen (TAMAI
2013, CHOI 2011).

Zu den Phase I-Enzymen gehdren die CYP450-Enzyme, unter anderem CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9 und CYP3A4. Mitglieder der CYP-Familien 1 bis 3 sind vor allem
in Hepatozyten und im Intestinaltrakt zu finden und am Metabolismus von
korpereigenen Stoffen wie Cholesterol, Gallensduren, Fettsauren, Leukotrienen,
Prostaglandinen und Retinoiden aber auch von Arzneistoffen und Xenobiotika beteiligt
(CHAI et al. 2013). CYP3AA4 ist ein Vertreter der CYP3-Familie, fur den die Induktion
durch RIF sehr gut untersucht ist und welcher Reaktionen wie Stickstoff-Oxidation und
-Dealkylierung, Kohlenstoff-Oxidation und -Hydroxylierung, Sauerstoff-Dealkylierung,
Nitro-Reduktion und Dehydratation, sowohl fur korpereigene als auch fur fremde
Stoffe, katalysiert (CHEN et al. 2006).
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Zu den Phase II-Enzymen gehoéren die Glucuronosyltransferasen und die Glutathion-
S-Transferasen, wie die UDP-Glucuronosyltransferase 1A (UGT1A), welche die
Glucuronidierung von einem breiten Spektrum an Substraten katalysiert. Eine
Induktion der UGT1A kann zu einer erhohten Clearance von Steroiden, Toxinen und
Arzneistoffen fihren (CHAI et al. 2013, CHEN et al. 2006).

Die Phase Il wird vertreten durch Auswartstransporter der Adenosintriphosphat (ATP)-
Binding Cassette (ABC)-Familie. Die pharmakokinetisch relevanten ABC-Transporter
stellen membranére, primar aktive Auswartstransporter fur verschiedenste Substrate
wie Lipide, Sterole oder Arzneistoffe dar. Zu ihnen gehdren unter anderem
P-Glykoprotein (P-gp, MDR1, ABCB1), MRP1 (ABCC1), MRP2 (ABCC2) oder BCRP
(ABCG2). Sie kommen unter anderem in Ausscheidungsorganen wie Leber und Niere
und in physiologischen Barrieren (z.B. Intestinaltrakt, Blut-Hirn-Schranke) vor
(SIEGMUND et al. 2003).

Durch Induktion der vorgenannten pharmakokinetischen Phase 0 bis Ill-Reaktionen
kommt es fir Arzneimittel, welche in der Leber metabolisiert werden, zu einem deutlich
gesteigerten First-Pass-Effekt und einer Erhéhung der metabolischen Ratio (XU et al
2005).

Mit Blick auf die genannten Faktoren sind es vor allem das CYP3A4 und das P-gp,
deren Expression PXR-abhangig durch RIF induziert wird (CHEN et al. 2006,
SIEGMUND et al. 2003). Neben seiner Funktion als Induktor und seiner Eigenschaft
selbst Substrat der induzierten Enzyme/Transporter zu sein, zeichnet sich RIF durch
seine direkte inhibitorische Wirkung auf OATP-Transporter aus (KONIG 2013).

Die Inhibition von OATP-Transportern kann eine verminderte Aufnahme ko-applizierter
Arzneimittel in Organe wie Leber oder Darm zur Folge haben. Die Hemmung der
Aufnahme in die Leber reduziert deutlich die Clearance von biliar
ausgeschiedenen Arzneistoffen (KOENEN et al. 2011). Die Hemmung der Aufnahme

im Darm senkt dagegen die Bioverflugbarkeit oral applizierter Arzneistoffe.
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2.3 Makrolide

2.3.1 Struktur und Wirkweise der Makrolide

Makrolide, auch makrozyklische Laktone genannt, wurden friiher aus Streptomyces-
Arten gewonnen. Ihr Name resultiert aus ihrer chemischen Struktur, denn sie sind aus
einem 14- bis 16-gliedrigen Laktonring aufgebaut, der glykosidisch mit Neutral- oder
Aminozuckern verknupft ist. Halb- oder vollsynthetisch hergestellte Makrolide, werden
mit Salzen oder Estern verknipft, um ihre Bioverfligbarkeit und Wasserldslichkeit zu
erhéhen (KROKER et al. 2010). Ihre pharmakokinetischen Eigenschaften ergeben sich
aus ihrer Struktur. Erythromycin, Roxithromycin und Clarithromycin besitzen einen 14-
gliedrigen, Azithromycin und Gamithromycin dagegen einen 15-gliedrigen Laktonring.
Zudem ist  Erythromycin  mit einer, Azithromycin mit zwei und
Tulathromycin mit drei Aminogruppen verknupft. Aufgrund dieses Aufbaus stellen
Makrolide schwache Basen dar, die sich im sauren Milieu sehr gut anreichern aber
auch recht instabil sind. Sie kdnnen von Zellen sowohl passiv tber Diffusion, als auch
durch aktive Transportmechanismen aufgenommen werden (CAPOBIANCO et al.
1990). Im sauren Milieu von Zellkompartimenten wie z.B. Lysosomen ionisieren die
Makrolide und kénnen nicht mehr zurick diffundieren. Man spricht bei diesem
Mechanismus vom sog. ion trapping (Mc DONALD et al. 1991).

Makrolide wirken bakteriostatisch indem sie die ribosomale Proteinsynthese von
Bakterien hemmen. Durch Bindung an das Peptidyltransferase-Zentrum der
ribosomalen 50S-Untereinheit wird die Translokation der Peptidyl-t-RNS von der
Akzeptor- zur Donorstelle verhindert (KROKER et al. 2010, Fachinformation
Zithromax® i.v. PFIZER 2004).

Das Wirkungsspektrum der Makrolide umfasst grampositive und einige gramnegative
Bakterien, verschiedene Anaerobier sowie zellwandlose Bakterien wie Mykoplasmen
(KROKER et al. 2010). Resistenzen gegenuber Makroliden beruhen auf
unterschiedlichen Mechanismen. Einerseits kann die Ausschleusung der Arzneistoffe
aus der Zelle gesteigert werden, indem die Anzahl der Effluxpumpen erhéht wird.
Diese Art der Resistenz wurde bisher nur fir 14- und 15-gliedrige Makrolide

nachgewiesen (Fachinformation Klacid® Filmtabletten ABBOTT 2008). Andererseits
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kann die Zielstruktur am Ribosom verédndert werden. Durch Methylierung der
ribosomalen 23S-RNS ist die Affinitat zur Bindungsstelle erniedrigt und so veranderte
Ribosomen sind nicht mehr angreifbar. Dieser Resistenzmechanismus schliel3t die
Makrolide, Linkosamide und Streptogramine ein, weswegen sie als MLS-Resistenz
bezeichnet wird (Fachinformation Klacid® Filmtabletten ABBOTT 2008, KROKER et al.
2010). Die MLS-Resistenz kann chromosomal determiniert sein oder durch Plasmide
Ubertragen werden. Ein dritter Mechanismus der Resistenzbildung besteht in einer
Inaktivierung des Laktonrings durch enzymatische Spaltung (KROKER et al. 2010).

2.3.1.1 Tulathromycin

Tulathromycin stellt ein semisynthetisches Makrolid-Antibiotikum dar, welches 3
Aminogruppen besitzt und daher auch als Triamilid bezeichnet wird. Es stellt ein
Gemisch aus zwei Isomeren dar, zu 90 % Tulathromycin A (15-gliedriges Lakton) und
zu 10 % Tulathromycin B (13-gliedriges Lakton) (BENCHAOUI et al. 2004). Das
Arzneimittel Draxxin® ist in Europa fur Rinder zur Prophylaxe und Therapie der
enzootischen Pneumonie und zur Therapie der durch Moraxella bovis verursachten
Keratokonjungtivitis zugelassen sowie fur Schweine zur Prophylaxe und Therapie der
Spitzenlappenpneumonie (Fachinformation Draxxin® ZOETIS 2007). Tulathromycin
wurde 2005 von KERTH in einer Studie zur Therapie von Lungenabszessen und von
HOHENSTEIGER in einer Studie zur Untersuchung der Pharmakokinetik im Fohlen
eingesetzt. Es zeigte eine gute Vertraglichkeit und Wirksamkeit in der Behandlung. Bei
einer Dosierung von 2,5 mg/kg einmal woéchentlich intramuskular (i.m.) wurden
maximale Plasmaspiegel von 584 ng/ml und Konzentrationen in der bronchoalveolaren
Lavage-Flussigkeit nach 24 Stunden von 246 ng/10° Zellen gemessen
(HOHENSTEIGER 2005). Ahnliche Werte wurden auch bei Schweinen (Cmax (plasma) =
616 ng/ml, CrLungenhomogenat 24 h = 3470 ng/g, BENCHAOUI et al. 2004) und Ziegen
(Cmax (Plasma) = 633 ng/ml, YOUNG et al. 2011) festgestellt.

Durch die Aminogruppen ist Tulathromycin bestandig im sauren Milieu und akkumuliert
im Gewebe bzw. in den Zellen. So konnte in einer Studie beim Fohlen 24 Stunden
nach intramuskularer Injektion von 2,5 mg/kg Tulathromycin eine 0,8- bis 3,4-fach
héhere Konzentration in den BALC im Vergleich zum Plasma gemessen werden, in

der PELF war die Anreicherung sogar 4,4- bis 33-fach hoher als im Plasma. Nach 8
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Tagen wurde zudem eine deutliche Steigerung (5- bis 47-fach héher in BALC) des
Effekts beobachtet (VENNER et al. 2010). Bei Schweinen wurde nach i.m.-Applikation
eine Tulathromycin-Konzentration im Lungenhomogenat gemessen, die 25- bis
181-fach Uber der Plasmakonzentration lag (BENCHAOQUI et al. 2004). Tulathromycin
wird nach i.m.-Applikation schnell und fast vollstandig in den Blutkreislauf
aufgenommen und zeigt schon nach 30 Minuten maximale Plasmakonzentrationen im
steady state (SCHOCK 2008, Fachinformation Draxxin® ZOETIS 2007). Das
Verteilungsvolumen liegt beim Fohlen zwischen 16,1 I/lkg (SCHOCK 2008) und 41 I/kg
(VENNER et al. 2010), was deutlich héher als beim Schwein (BENCHAQUI et al. 2004)
und ungefahr vergleichbar mit dem Verteilungsvolumen in Ziegen ist (YOUNG et al.
2011). Aufgrund der langen Halbwertszeit von 137 Stunden beim Fohlen (SCHOCK
2008) ist eine Behandlung einmal wochentlich ausreichend.

2.3.1.2 Clarithromycin

Clarithromycin gehort zu den semisynthetischen 14-gliedrigen Laktonen und wird
vorwiegend beim Menschen zur Behandlung von Erkrankungen der oberen und
unteren Atemwege, bei Erkrankungen im Hals-Nasen-Ohren-Bereich sowie der Haut
eingesetzt. Clarithromycin besitzt ein breites Wirkspektrum und akkumuliert vor allem
in der PELF und in den BALC aber auch im Urin (Fachinformation Klacid® Filmtabletten
ABBOTT 2008). In einer Studie am Fohlen waren die gemessenen Konzentrationen
nach mehrfacher intragastraler Gabe von 7,5 mg/kg Clarithromycin in der PELF, in den
BALC und im Urin nach 12 Stunden 107-, 587- und 13-fach so hoch wie im Serum
(WOMBLE et al. 2006). Im Fohlen zeigt Clarithromycin eine moderate Bioverfugbarkeit
von 57,3 % und ein hohes Verteilungsvolumen von 10,4 I/lkg (WOMBLE et al. 2006).
Die Halbwertszeit liegt mit 4,8 bis 5,4 Stunden zwischen denen von Erythromycin und
Azithromycin (JACKS et al. 2004, WOMBLE et al. 2006). Clarithromycin wird intensiv
verstoffwechselt, unter anderem zu 14-Hydroxy-Clarithromycin. Dieser Metabolit ist
ebenfalls antibakteriell wirksam, wobei Muttersubstanz und Metabolit je nach
Teststamm additiv oder synergistisch wirken (Fachinformation Klacid® Filmtabletten
ABBOTT 2008).
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2.3.2 Wirkung von Makroliden auf Enzymsysteme und Transportproteine
Arzneimittelinteraktionen mit Makroliden sind seit tiber 20 Jahren bekannt, allerdings
gibt es Unterschiede zwischen den einzelnen Vertretern (PERITI et al. 1992) sowie
den zugrundeliegenden Mechanismen. Einerseits konnen Makrolide den
Metabolismus von Arzneimitteln in der Leber hemmen, indem sie Komplexe mit Phase
I-Enzymen bilden. Die Komplexbildung beruht auf einer autoinduzierten
Biotransformation zu Nitrosoalkanen in der Leber. Nitrosoalkane wiederum koénnen
Komplexe mit CYP450-Enzymen bilden und so deren katalytische Aktivitat hemmen.
Nach lhrer Affinitat zu CYP-Enzymen werden die Makrolide in drei Gruppen unterteilt.
Gruppe 1 zeigt eine hohe Aktivitat zur Nitrosoalkan- und damit zur Komplexbildung
und umfasst 14-gliedrige Laktone wie Troleandomycin und Erythromycin. Die zweite
Gruppe zeigt eine etwas geringere Affinitat zu CYP-Enzymen und schliel3t
semisynthetische Makrolide wie Roxithromycin und Clarithromycin ein. Die dritte
Gruppe umfasst jene Makrolide, welche keine Nitrosoalkane formen, ihr gehéren zum
Beispiel Tylosin und Azithromycin an (ANADON et al. 1999, PERITI et al. 1992,
WESTPHAL 2000). Um einen CYP-Nitrosoalkan-Metabolit-Komplex zu bilden,
missen zwei Strukturmerkmale erflllt sein, es muss eine frei zugangliche
N-Dimethylamino-Gruppe verfugbar sein und die Substanz muss einen hydrophoben
Charakter aufweisen (ANADON et al. 1999, PERITI et al. 1992).

Andererseits konnen Makrolide bei oraler Applikation durch Bindung an einen
spezifischen Motilinrezeptor motilitatssteigernd wirken und so zu einer verminderten
Bioverfugbarkeit von anderen oral verabreichten Arzneimitteln fuhren (ANADON et all.
1999).

Makrolide, besonders Erythromycin, Clarithromycin und Azithromycin sind aul3erdem
sowohl Inhibitor als auch Substrat von P-gp, wobei Erythromycin und Azithromycin im
Vergleich zu Clarithromycin eine geringere Affinitat zu P-gp zeigen (EBERL et al. 2007,
GARVER et al. 2008, MUNIC et al. 2010). Fir einige Makrolide wird zudem diskutiert,
dass sie sowohl Substrat als auch Inhibitor von OATPs sind (GARVER et al. 2008,
KONIG 2013, PETERS et al. 2011).
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2.3.2.1 Wirkung von Clarithromycin auf Enzymsysteme und Transportproteine
Far Clarithromycin ist bekannt, dass es ein potenter Inhibitor von CYP3A4 und P-gp
ist, zudem stellt es ein Substrat von P-gp, MRP2 und CYP3A4 dar (GARVER et al.
2008). Bei den OATP-Transportern ist bekannt, dass Clarithromycin inhibitorisch auf
OATP1B3, OATP1B1, OATP1A2 und OATB2B1 wirkt, aber nicht selbst transportiert
wird (PETERS et al. 2012). Wie bereits beschrieben ist die Anreicherung von
Clarithromycin im Lungengewebe hoher als die von Azithromycin. Dafur wird die
hohere Affinitdt und Bindungsrate von Clarithromycin zu P-gp in epithelialen
Lungenzellen verantwortlich gemacht, denn P-gp scheint fir den Transport der Stoffe
vom Plasma in die PELF verantwortlich zu sein (TOGAMI et al. 2012).

2.4 Arzneimittelinteraktionen von Rifampicin mit Makrolid-Antibiotika beim
Fohlen

In vitro konnte gezeigt werden, dass die Kombination von RIF mit Makroliden
synergistisch gegeniber R. equi wirkt (GIGUERE et al. 2012). Zusétzlich konnte das
Risiko von Resistenzbildungen bei Kombination beider Wirkstoffklassen nachweislich
gesenkt werden (BERGHAUS et al. 2013). Verschiedene Klinische Studien zeigen
zudem einen sehr guten Behandlungserfolg (HILLIDGE 1987, VENNER et al. 2013).
Aufgrund der vorher genannten Interaktionen von RIF mit PXR und Transport-
Proteinen und der Tatsache, dass Makrolide Substrate derselben sind, scheint ihre
Kombination jedoch aus pharmakokinetischer Sicht fragwuirdig. Fur Makrolide welche
intensiv verstoffwechselt werden, hat die PXR-Induktion durch RIF eine gesteigerte
Metabolisierung in der Leber und einen verstarkten First-Pass-Effekt zur Folge. Fir
diese Vertreter nimmt die Wirkstoffkonzentration unter RIF-Komedikation also ab. Fur
Makrolide welche durch OATPs transportiert werden, kommt es zu einer Hemmung
der Aufnahme in die Zelle. Hierdurch kann es sowohl zu einer verminderten
Bioverfuigbarkeit (Hemmung der intestinalen Aufnahme) , wie es bei Clarithromycin der
Fall ist, aber auch zu einer verminderten Clearance (Hemmung der hepatischen
Aufnahme) und damit hoheren Wirkstoffkonzentrationen kommen (BERLIN et al.
2016).
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Wiederum kdénnen auch Makrolide die Pharmakokinetik von RIF beeinflussen. Durch
Komplexbildung mit CYP-Enzymen kann es zu einer verminderten Metabolisierung
von RIF kommen (EBERL et al. 2007, SIEGMUND et al. 2003).

Inwiefern eine Pneumonie als solches einen Einfluss auf die Pharmakokinetik der
Wirkstoffe hat, ist bisher unzureichend untersucht. Es konnte aber bereits gezeigt
werden, dass viral und bakteriell ausgeldste pulmonale Infektionen oft mit einer
Inhibition von CYP-Enzymen einhergehen (PAI et al. 2000).

2.4.1.1 Arzneimittelinteraktionen zwischen Rifampicin und Tulathromycin

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Komedikation von Rifampicin die
Gesamtmenge (AUC), die Plasmakonzentration und die Konzentration in BAL-Zellen
von Tulathromycin signifikant senkt (VENNER et al. 2010). In Zahlen ausgedruckt,
bedeutet das ein Absinken der AUC im steady state von 24,2 pgxh/ml auf 18,5 pgxh/ml
unter Rifampicin-Komedikation. Sowohl die Plasmakonzentration (24 Stunden) als
auch die Konzentration in den BALCs sinkt von 0,24 pg/ml und 1,56 pg/ml auf 0,17
pg/ml und 0,84 pg/ml. Die Autoren gehen davon aus, dass die niedrigeren
Konzentrationen in der Lunge aus der geringeren Plasmakonzentration resultieren,
welche durch eine erhdhte Metabolisierung und Exkretion in der Leber hervorgerufen
sein konnte. Zudem wird nicht ausgeschlossen, dass intrapulmonale Prozesse eine
Rolle spielen, da die CsaLc/Criasma-Ratio ebenfalls erniedrigt war. In der selben Studie
konnte gezeigt werden, dass ABCB1 (P-gp) und ABCC2 (MRP2) von equinen BALC
exprimiert werden. Jedoch zeigt Tulathromycin in vitro keine Affinitat zu diesen
Transportern. Da ABC-Transporter den Efflux steuern, wird angenommen, dass
vordergrindig der Einfluss von RIF auf Aufnahme-Transporter in den BALC bei den
gemachten Beobachtungen eine Rolle spielt (VENNER et al. 2010).

Tulathromycin zeigt mit einem MHKgo von >64 pg/ml nur eine geringe Aktivitat gegen
R. equi (CARLSON et al. 2010) jedoch im Vergleich zu einer Kombinationstherapie mit
RIF und Azithromycin eine &hnliche Behandlungsdauer und gleiche
Behandlungserfolge (RODIGER. 2011, VENNER et al. 2013).
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2.4.1.2 Arzneimittelinteraktion zwischen Rifampicin und Clarithromycin

In einer retrospektiven Studie zeigte sich die Kombination von Clarithromycin-RIF zur
Behandlung der R. equi-Pneumonie gegeniber Azithromycin-RIF und Erythromycin-
RIF uberlegen (GIGUERE et al. 2004). Mit einer MHKgo von 0,12 pg/ml zeigt
Clarithromycin aul3erdem die hochste In vitro-Aktivitdt gegeniber R. equi im Vergleich
zu anderen Makroliden (CARLSON et al. 2010).

Fur die Kombination von Clarithromycin und RIF beim Menschen ist bekannt, dass die
Plasmaspiegel und die Bioverfugbarkeit von Clarithromycin um 30-40 % sinken und
sich im Gegenzug die Konzentration des Metaboliten 14-Hydroxy-Clarithromycin in
etwa gleichem Mal3 erhoht. Dabei wird die beschleunigte Metabolisierung durch
Induktion des CYP450-Stoffwechselsystems als Grund angesehen (Fachinformation
Klacid® Filmtabletten ABBOTT 2008). Menschen, welche eine Mycobacterium
ulcerans-Erkrankung hatten, wurden in einer Studie unter anderem mit einer
Clarithromycin-RIF-Kombination behandelt. Dabei erhéhte sich die RIF-Konzentration
unter Clarithromycin-Gabe geringgradig, hingegen induzierte RIF den Clarithromycin-
Metabolismus deutlich. Die Autoren geben die inhibitorische Wirkung von
Clarithromycin auf P-gp und eine Induktion von RIF auf P-gp und CYP450-Enzyme als
ursachlich an (ALFFENAAR et al. 2010).

In Studien beim Fohlen wurde ebenfalls festgestellt, dass die chronische Gabe von
RIF zu einem signifikanten Abfall der Plasma-, PELF- und BALC-Konzentration von
Clarithromycin fuhrt. Unter RIF-Komedikation kam es zu einer Reduktion der
Clarithromycin-Konzentration im Plasma, in der PELF und in den BALC von 462 ng/ml
auf 29,8 ng/ml (15-fach), 9,5 pg/ml auf 0,696 pg/ml (13-fach) und 263,81 ng/ml auf
101,67 ng/ml (2,6-fach) (BLOCK 2010). In einer weiteren Studie sank die
Bioverfugbarkeit von oral verabreichtem Clarithromycin unter RIF-Komedikation
dramatisch um 97 % (BERLIN et al. 2016). Wie in den Studien am Menschen konnte
auch beim Fohlen ein gesteigerter Clarithromycin-Metabolismus bei Kombination mit
RIF festgestellt werden. Die Expression von ABCB1 (P-gp) und ABCC2 (MRP2) in
equinen Makrophagen sowie die Halbwertszeit von Clarithromycin blieben von einer
RIF-Komedikation unbeeinflusst (PETERS et al. 2011). Daher gehen die Autoren

davon aus, dass die Efflux-Transporter P-pg und MRP2, nicht fiir den starken Abfall
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der Serum- und PELF-Konzentration verantwortlich sein kdnnen. Der gesteigerte
Metabolismus fiihrt zwar zu einem Absinken der Plasmakonzentration, jedoch nicht in
dem beobachteten Ausmafi. Vielmehr wird ein bisher unbekannter Aufnahme-
Transporter im Intestinaltrakt fir die verminderte Bioverfluigbarkeit von Clarithromycin
unter RIF-Komedikation diskutiert (PETERS et al. 2011, 2012). Zu einem &hnlichen
Schluss kommen auch andere Autoren, die einen intestinalen RIF-sensitiven
Transporter fur die verminderte Bioverfugbarkeit von Clarithromycin und Azithromycin
bei Ratten unter RIF-Komedikation verantwortlich machen (GARVER et al. 2008).

Andersherum konnte in Studien auch ein Einfluss von Clarithromycin auf RIF
nachgewiesen werden. Bei einer um vier Stunden zeitversetzten Gabe beider
Medikamente war die RIF-Konzentration fast doppelt so hoch, wie bei zeitgleicher
Gabe. Der dahinterstehende Mechanismus ist jedoch nicht geklart (BERLIN et al.
2016).

Da Clarithromycin in der PELF und in BAL-Zellen akkumuliert, konnten trotz RIF-
Komedikation noch Konzentrationen oberhalb der MHKg von R. equi festgestellt
werden (BLOCK 2010, BERLIN et al. 2016). Die mittleren Plasma-Konzentrationen
sanken dagegen auf 0,10 pg/ml und damit unterhalb der MHKgo fir R. equi von
0,12 pug/ml. Ob die empfohlene Dosierung fur Clarithromycin von 7,5 mg/kg per os alle
12 Stunden zur Therapie der R. equi-Pneumonie (JACKS et al. 2004, WOMBLE et al.
2006) auch in Kombination mit RIF ausreichend ist oder erhoht werden muss, sollte
kritisch hinterfragt werden. Aus pharmakokinetischer Sicht ist von einer Kombination

beider Arzneimittel abzuraten.
2.5 Gamithromycin

2.5.1 Struktur und Wirkweise von Gamithromycin

Bei Gamithromycin (GAMI) handelt es sich um ein neues, halbsynthetisch
hergestelltes Azalid-Antibiotikum, welches nur fiir die Veterinarmedizin zugelassen ist.
GAMI stellt ein 15-gliedriges Lakton dar und besitzt an Position 7a des Laktonrings ein
alkyliertes Stickstoffatom. Durch diesen Aufbau ist es stark lipophil, sehr gut
wasserléslich und weist einen dibasischen Charakter auf. Aufgrund dieser

Eigenschaften ist die Proteinbindung im Plasma mit nur 26 % recht gering und die
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Anreicherung in sauren Kompartimenten wie den Lysosomen ist durch das Prinzip des

,ion trapping“ extrem hoch.

GAMI wirkt bakteriostatisch und besitzt ein breites Wirkspektrum gegen grampositive
und gramnegative Keime. Eingeschlossen werden dabei die Hauptpathogene welche
mit der enzootischen Pneumonie assoziiert sind (Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida und Histophilus somni) (KROKER et al. 2010).

2.5.2 Phamakokinetik und Pharmakodynamik von Gamithromycin

Die Metabolisierung von GAMI erfolgt in zwei Metabolite, Uber Abspaltung des
Zuckerrestes in den Metabolit 1 (Gamithromycin-Declad, GAMI-DEC) und durch
N-Demethylierung in den Metabolit 2 (siehe Abbildung 1). Ob diese antimikrobiell

wirksam sind ist derzeit unklar.

Abbildung 1: Strukturformel von Gamithromycin; Metabolit 1 (Gamithromycin-
Declad) entsteht durch Abspaltung des Zuckerrestes (rot), Metabolit 2 entsteht durch
N-Demethylierung (blau)
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Die Hauptausscheidung erfolgt unmetabolisiert Gber die Galle, ein deutlich kleinerer
Anteil an Muttersubstanz und Metaboliten wird Uber die Niere ausgeschieden
(Fachinformation Zactran® MERIAL 2009). In pharmakokinetischen Studien zeigte sich
nach subkutaner Applikation bei Rindern, Schweinen und Masthahnchen eine
Bioverfugbarkeit von nahezu 100 % und ein sehr hohes Verteilungsvolumen von 25
bis 31 I/kg (Fachinformation Zactran® MERIAL 2009, WATTEYN et al. 2013, WYNS et
al. 2014). Charakteristisch fur GAMI ist eine sehr schnelle Umverteilung im Kérper, so
sinken nach einer initialen Anflutung die Plasmaspiegel sehr schnell ab. Dafir steigt
aber innerhalb kirzester Zeit die Konzentration in bronchoalveoléaren Zellen und bleibt
dort bis zu 15 Tage extrem hoch (GIGUERE et al. 2011a).

Ob GAMI diese hervorragenden pharmakokinetischen Eigenschaften auch beim
Fohlen zeigt und ob es eine hohe Aktivitat gegentiber haufigen Pathogenen beim
Fohlen wie Streptococcus equi ssp. zooepidemicus (S. equi ssp. zooepidemicus) und
R. equi hat, wollten BERGHAUS et al. in einer Studie herausfinden. Nach einmaliger
intramuskularer Verabreichung von GAMI wurden Konzentrationen in der PELF
gemessen, die 4,9- bis 70-fach Uber der Plasmakonzentration lagen, in BALC und
neutrophilen Granulozyten waren die Konzentrationen 26- bis 732- bzw. 33- bis 563-
mal so hoch wie im Plasma. Aul3erdem zeigte GAMI in Zellen eine signifikant langere
Halbwertszeit als im Plasma (BERGHAUS et al. 2011). Die MHKg von GAMI
gegenuber R. equi wurde fur Makrolid-empfindliche Isolate mit 1,0 pg/ml, fur S. equi
ssp. zooepidemicus mit 0,125 pug/ml ermittelt. Die Aktivitat gegenidber R. equi ist damit
mit der von Azithromycin vergleichbar. GAMI hat Uber einen Zeitraum von mehr als 7
Tagen Konzentrationen in der Zelle erreicht, die tber der MHKgo von R. equi lagen
(BERGHAUS et al. 2011). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Kalbern nach
subkutaner Gabe beobachtet. Die Matrix/Plasma-Verhaltnisse lagen dabei fur die
PELF bei 4,7 bis 127 und fir BAL-Zellen bei 3,2 bis 2135 und potentiell therapeutische
Konzentrationen in der PELF, den BAL-Zellen und dem Lungengewebe wurden bereits
nach 30 Minuten erreicht und persistierten fiir 7 bis 15 Tage (GIGUERE et al. 2011a).
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Bei dem Einsatz von GAMI in klinischen Studien am Fohlen zur Behandlung von
Lungenabszessen, zeigte dieser Wirkstoff gute Behandlungserfolge und die
Genesungsrate war gleichzusetzen mit der Kombination von Azithromycin und RIF
(DE BRUJIN et al. 2013, HILDEBRAND et al. 2015a). Allerdings wurden
Nebenwirkungen durch die intramuskulare Applikation in Form von Schwellung,
Schmerzhaftigkeit und zum Teil hochgradiger Lahmheit beobachtet (DE BRUJIN et al.
2013, HILDEBRAND et al. 2015a). Bei einigen Fohlen wurden auf3erdem unmittelbar
nach der intramuskularen Injektion von Zactran® Koliksymptome beobachtet, welche
als Reaktion auf die schmerzhafte Injektion gewertet wurden (HILDEBRAND et al.
2015a). Nach der intravendsen Injektion von Zactran® bei Fohlen wurde dagegen keine
Schmerzreaktion festgestellt (HILDEBRAND et al. 2015b)

In einer weiteren Studie wurde die Pharmakokinetik von GAMI nach intravenéser
Injektion untersucht (RANDOW 2015). Initial wurden hdhere Plasmaspiegel erreicht
als nach der i.m.-Applikation, auch die Gesamtkonzentration im Plasma war mit
7,248 pgxh/ml nach i.v.-Gabe hoher als nach i.m.-Verabreichung (3,96 pugxh/ml). Die
Konzentration in der PELF 24 Stunden nach Injektion von Zactran® betrug 1,05 pg/mi
und lag damit 16-fach Uber der korrespondierenden Plasmakonzentration
(0,072 pg/ml). Die Konzentration in den BALC lag 24 Stunden nach Injektion von
Zactran® mit 31,2 ug/ml sogar 470-fach Uber der Plasmakonzentration Diese
Anreicherung wurde zuvor schon fur andere Makrolide beobachtet, jedoch nicht so
ausgepragt. Die MHKgo fur R. equi wurde im Zielkompartiment Lunge also um ein
Vielfaches Uberschritten. Die Fohlen in dieser Studie zeigten keine Nebenwirkungen
durch die intravendse Applikation von Zactran® (RANDOW 2015).
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3 Ziel der vorliegenden Arbeit
R. equi stellt auf Gestiten mit endemischer Rhodokokkose ein Pathogen dar, welches
mit hoher Mortalitat und Morbiditat einhergeht und dessen Prophylaxe, Friherkennung

und Therapie einen wichtigen wirtschaftlichen Faktor darstellt.

Die Therapie der Wabhl ist die Kombination von Makroliden mit RIF. Doch nicht alle

Makrolide sind fur die Kombinationstherapie von R. equi-Pneumonien geeignet.

GAMI stellt ein Azalid-Antibiotikum der neuen Generation dar, welches aufgrund seiner
pharmakokinetischen Eigenschaften sehr gut zur Therapie von Bronchopneumonien
geeignet ist. In klinischen Studien hat sich dieser Wirkstoff sowohl in Monotherapie als
auch in Kombination mit RIF zur Behandlung von Lungenabszessen beim Fohlen als
sehr effektiv erwiesen. Da die Applikation nur einmal wéchentlich erfolgt, reduziert sich
der Arbeitsaufwand deutlich. Wie bereits dargestellt sind Makrolide jedoch sehr h&aufig
Substrate von durch RIF-induzierten Enzymsystemen. Aus diesem Grund wird die
Hypothese aufgestellt, dass es bei Komedikation von RIF und GAMI zu einer
Verminderung der GAMI-Konzentration im Plasma und im Zielkompartiment Lunge

kommt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, diese Hypothese zu tberpriufen und zu ermitteln
wie sich die Langzeitgabe von RIF auf die GAMI-Konzentration im Plasma, in der PELF
und in den BAL-Zellen auswirkt und ob auch in Gegenwart von RIF noch ausreichend
hohe Wirkkonzentrationen von GAMI gegentber R. equi, vor allem im

Zielkompartiment Lunge, erreicht werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Studientiere

Bei den Tieren der Studie handelte es sich um 12 gesunde Warmblutfohlen, welche
alle vom selben Gestiit in Deutschland stammten. Die Untersuchung wurde ebenfalls
auf diesem Gestit durchgefuhrt. In die Studie wurden sieben Hengst- und funf
Stutfohlen einbezogen, welche zwischen 6 und 10 Wochen alt waren und ein Gewicht
zwischen 100 und 180 Kilogramm aufwiesen. Bei der Studie handelte es sich um einen
vom Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei
Mecklenburg-Vorpommern genehmigten Tierversuch, mit dem Aktenzeichen 7221.3-
1-053/14.

4.1.1 Aufzucht und Haltung

Die Stuten wurden etwa zwei Wochen vor dem errechneten Abfohltermin in
Einzelboxen aufgestallt. Nach der Geburt wurden Stute und Fohlen mindestens sieben
weitere Tage in einer Einzelbox gehalten. Nach dieser Zeit wurden die Pferde in
Laufstalle verbracht, mit einer Gruppengrof3e von 10 bis 12 Stuten mit Fohlen. In
diesen Laufstallen standen ihnen ein Innenstallbereich, welcher taglich mit Stroh
eingestreut wurde, und ein befestigter AuRenpaddock zur Verfigung. Die Fitterung
erfolgte zweimal taglich mit einer Mischfutterration aus Gras- und Maissilage, Hafer
und Mineralfutter. AuRerdem stand den Tieren ad libitum Heu zur Verfigung, ebenso
Wasser und Salzlecksteine. Der gesamte Bestand wurde regelmafidig gegen Influenza,
Tetanus und Equines Herpesvirus 1 und 4 geimpft sowie mit wechselnden Wirkstoffen

entwurmt.

4.1.2 Aufnahme-Kriterien fur die Fohlen

Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten die Fohlen 6 bis 10 Wochen alt,
klinisch  allgemein- und ultrasonographisch  lungen-gesund sein. Die
Blutleukozytenzahl durfte 13000 Zellen/ul nicht Gibersteigen. Des Weiteren sollte in den
vorausgegangenen zwei Wochen keine Behandlung der Fohlen mit antimikrobiellen

Arzneimitteln erfolgt sein.
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4.2 Methoden

4.2.1 Untersuchung der Fohlen
Die Fohlen wurden einmal wochentlich, von Geburt an bis zum Absetzen, klinisch
allgemein untersucht, es fand eine spezielle Untersuchung des Atmungsapparates

statt sowie eine Blutentnahme aus der Vena jugularis externa (V. jug. ext.).

4.2.1.1 Allgemeine und spezielle Untersuchung

Bei der Allgemeinuntersuchung wurden Haltung, Verhalten, Erndhrungszustand,
Pflegezustand sowie Kotkonsistenz beurteilt. Die innere Korpertemperatur wurde
rektal ermittelt. Adspektorisch wurde auf3erdem auf eine vermehrte Gelenkfillung,
Verletzungen oder andere Auffalligkeiten geachtet. Palpatorisch fand eine Beurteilung
des Nabels und der Mandibularlymphknoten statt. Dabei wurde auf Grole,
Schmerzhaftigkeit oder vermehrte Warme untersucht, zusatzlich wurden Nabelbriiche
dokumentiert. Die Lunge wurde beidseits an mindestens drei Punkten, die Trachea an
zwei Punkten auskultiert. Das Auftreten verstarkter Atemgerdusche und
pathologischer Nebengerausche, wie Rasseln oder Giemen, wurde dokumentiert
(siehe Abbildungen 13 und 14 im Anhang).

4.2.1.2 Bestimmung der Blutleukozytenzahl

Im Rahmen der wochentlichen Untersuchung wurde den Fohlen mittels Kantle (BD
MicrolanceTM, 1,2 mm x 40 mm, Becton Dickinson, Drogheda, Irland) Blut aus der V.
jug. ext. entnommen und in einem Ethylendiamintetraazetat-(EDTA) Rohrchen (EDTA
K, 4 ml, Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland) aufgefangen. Die Punktion der Vene
erfolgte rechts und links im wochentlichen Wechsel. Die Blutleukozytenzahl wurde mit
Hilfe eines Hamatologiegerates (Sysmex KX-21N, Sysmex Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland), welches die Anzahl der Leukozyten durch

Widerstandsmessung bestimmt, ermittelt.

4.2.1.3 Ultrasonographische Untersuchung der Lunge
Wurden im Rahmen der allgemeinen oder speziellen Untersuchung pathologische
Befunde erhoben oder wurde eine Blutleukozytenzahl von 13000 Zellen/pul

Uberschritten, fand zusatzlich eine ultrasonographische Untersuchung der Lunge statt.
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Diese erfolgte bei allen Studienfohlen vor Beginn der Versuchsreihe sowie tber den
gesamten Zeitraum einmal woéchentlich. Dazu wurde der seitliche Thoraxbereich mit
99,5 %igem Isopropylalkohol (2-Propanol, 99,5 %, Rebo-Pharm, Bochholt,
Deutschland) eingespriht, welcher der Entfettung diente. Zur besseren Ankopplung
wurde etwas Ultraschallgel auf den entfetteten Hautbereich aufgetragen. Die
Untersuchung erfolgte mit einem transportablen Ultraschallgerat (Tringa Linear,
Esaote Piemedical, Maastricht, Niederlande) und einer 7,5 MHz-Rektalsonde
(Linearschallkopf, 7,5 cm lang und 2 cm breit). Die Begrenzung des Lungenfeldes stellt
dorsal der Musculus longissimus longi, ventral das Zwerchfell und kranial das
Schulterblatt mit seiner Muskulatur (Musculus triceps brachii) dar. Die Untersuchung
erfolgt fur jeden Zwischenrippenraum einzeln, kaudal beginnend, von dorsal nach
ventral. Die erhobenen Befunde wurden dokumentiert (siehe Abbildung 15 im

Anhang). Zu Beginn der Studie waren alle Fohlen ultrasonographisch lungengesund.

4.2.2 Wiegen der Fohlen

Einen Tag vor Beginn jedes pharmakokinetischen Studienabschnitts wurden die
Fohlen mit Hilfe einer transportablen Waage (,Die mobile Pferdewaage®, Deutschland)
gewogen. Diese wurde in einem Untersuchungsstand fur Pferde aufgebaut und das
Fohlen wurde durch zwei Helfer darauf zum Stehen gebracht. In den Wochen, in denen
keine Blutentnahmen zur Bestimmung der Pharmakokinetik durchgefuhrt wurden,
wurden die Gewichte der Fohlen unmittelbar vor der GAMI-Gabe mittels Maf3band
(Pony-Tape) bestimmt. Die so ermittelten Gewichte dienten der genauen Dosierung

der Antibiotika sowie der Narkotika fur die bronchoalveolare Lavage (BAL).
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4.3 Studienaufbau

4.3.1 Allgemeiner Aufbau der Studie
Bei der Studie handelte es sich um eine kontrollierte, ,single-dose” und ,multiple-dose*

Studie, die in vier Abschnitte eingeteilt wurde.

Im ersten Abschnitt der Studie (RIF ,single dose“ ohne GAMI), welcher eine Woche
dauerte, erhielten die Fohlen einmalig 10 mg/kg RIF per os (p.0.). Im zweiten Abschnitt
der Studie (GAMI ohne RIF), welcher drei Wochen dauerte, wurde den Fohlen einmal
wochentlich 6 mg/kg GAMI i.v. appliziert. In der funften Woche und damit dem dritten
Abschnitt der Studie (GAMI mit RIF ,single dose®) erhielten die Fohlen am ersten Tag
eine Injektion von 6 mg/kg GAMI i.v. sowie 10 mg/kg RIF p.o.. An Tag drei bis sieben
dieses Abschnittes erfolgte zusatzlich die Gabe von 10 mg/kg RIF p.o. einmal taglich.
Der vierte und damit letzte Abschnitt der Studie (GAMI mit RIF ,multiple dose)
umfasste eine Dauer von zwei Wochen, in welchem einmal wdchentlich 6 mg/kg GAMI
i.v. sowie taglich 10 mg/kg RIF p.o. appliziert wurden. Zwischen den Abschnitten gab
es keine ,Wasch-out“-Phasen. Im Studienprotokoll waren, stets im Anschluss an einen
Behandlungsabschnitt, vier Blutenthahmezyklen zur Bestimmung der Plasmakinetik

sowie zwei BALs vorgesehen (siehe Abbildung 2).

Die Blutentnahmen erfolgten fur den Abschnitt RIF ,single dose“ ohne GAMI
unmittelbar vor der einmaligen oralen Gabe von RIF sowie nach 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8,
12, 16, 24, 36 und 48 Stunden. Die Blutentnahmen im zweiten Abschnitt (GAMI ohne
RIF) erfolgten unmittelbar vor der dritten GAMI-Injektion sowie 0,5, 1, 3, 6, 12, 24, 48,
72, 120 und 168 Stunden danach. Im dritten und vierten Abschnitt wurden die
Blutproben je unmittelbar vor der vierten (GAMI mit RIF ,single dose®) und sechsten
(GAMI mit RIF ,multiple dose®) GAMI-Gabe entnommen sowie 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12,
16, 24, 36, 48, 72, 120, und 168 Stunden danach.

Es war je eine BAL im zweiten Abschnitt, also nach GAMI-Gabe ohne RIF, und im
vierten Studienabschnitt, also nach GAMI-Gabe mit RIF ,multiple dose®, vorgesehen.
Die BAL fand jeweils 24 Stunden nach der GAMI-Injektion statt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Studienablaufs; rote Pfeile = RIF-
Applikation (10 mg/kg, p.o.), blaue Pfeile = GAMI-Injektion (6 mg/kg, i.v.), RIF:
Rifampicin, GAM: Gamithromycin, We: Week (Woche), h: Stunde, BAL:
Bronchoalveolare Lavage

4.3.2 Verabreichung der Antibiotika
Fur die genaue Dosierung der verwendeten Antibiotika wurden die Gewichte der
Fohlen wochentlich nach den in Abschnitt 3.2.2. angegebenen Verfahren bestimmt

und somit auch die Dosis wéchentlich angepasst.

Die Applikation von RIF (Eremfat® 600 mg, RIEMSER Arzneimittel AG, Greifswald-
Insel Riems-Deutschland) erfolgte p.o.. Dafir wurden die bendétigten Tabletten fir
jedes Fohlen zerkleinert und jeweils in einer 20 ml-Spritze (Injekt® Luer Solo 20 ml, B.
Braun Melsungen AG, Deutschland) mit Wasser gelost. Fur die Eingabe in das Maul
wurde das Fohlen von einem Helfer fixiert und der Kopf leicht nach oben gehalten. Das

Fohlen wurde solange festgehalten, bis die gesamte Menge abgeschluckt war.

Die Applikation von GAMI erfolgte intravends. Die Dosierung von 6 mg/kg
Gamithromycin entspricht 0,04 ml/kg des verwendeten Zactran® (Merial, Frankreich).
Um die stark hypertone Formulierung des Zactrans® abzumildern, wurde die
entsprechende Menge in je 50 ml Aqua ad injectabilia (Aqua ad injectabilia Braun, B.
Braun Melsungen AG, Deutschland) verdinnt. Den Fohlen wurde kurzzeitig ein
vendser Zugang in die V. jug. ext. mittels eines Venenkatheters (VasoVet®, G16, B.

Braun Melsungen AG, Deutschland) gelegt und das Praparat wurde langsam und
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gleichmalig tber drei Minuten injiziert. Das Fohlen wurde wahrend dieser Zeit von ein
bis zwei Helfern fixiert. Wenn Blutentnahmen zur Bestimmung der Plasmakinetik
durchgefuhrt wurden, wurde die Vene auf der kontralateralen Seite des
Verweilkatheters fur die Injektion genutzt. Die Venen wurden wochentlich alternierend

punktiert.

4.3.3 Blutprobenentnahmen fur die Bestimmung der Konzentrationen von
Rifampicin und Gamithromycin und deren Metabolite im Plasma

Um die Durchfihrung der pharmakokinetischen Studien und der BALs zu erleichtern,

wurden die Stuten mit Fohlen nach dem Wiegen in Einzelboxen aufgestallt. Dort

verblieben sie fir 24 Stunden und wurden danach in den Laufstall zuriickgebracht.

Fur die Entnahme der Blutproben in den ersten acht Stunden wurde den Fohlen ein
Venenverweilkatheter in eine V. jug. ext. platziert. Nach Einbringen des Katheters
wurde dieser mit einem Durchstechstopfen (Injection Cap, Fresenius Kabi AG, Bad
Homburg, Deutschland) verschlossen und mittels eines Fadens an der Haut fixiert.
Zum Schutz wurde der Bereich des Halses, in dem der Katheter platziert wurde, mit
einer Pflasterbinde (Porelast®, Lohmann&Rauscher, Deutschland) umwickelt. Fir die
Blutentnahme wurde eine 10 ml-Spritze (Injekt® Luer Solo 10 ml, B. Braun Melsungen
AG, Deutschland) mit aufgesetzter Kanile (BD MicrolanceTM, 1,2 mm x 40 mm,
Becton Dickinson, Drogheda, Irland) verwendet, welche durch den Stopfen gestochen
wurde. Es wurden 8 ml Blut aspiriert, welche verworfen wurden. Direkt anschliel3end
wurden noch einmal 8 ml Blut aspiriert, welche als Probe zur Messung dienten und
unmittelbar in bereitstehende Lithium-Heparin-Monovetten (Li-Heparin, 9 ml, Sarstedt
AG, Numbrecht, Deutschland) tberfuhrt wurden. Unmittelbar vor der Blutaspiration
und direkt nach Gewinnung der Probe wurde der Katheter mit 5 bis 10 ml Natrium-
Chlorid-L6sung (Isotonische Natriumchlorid Lésung ad. us. vet. -FUr Tiere-, B. Braun
Melsungen AG, Deutschland) gespilt. Nach acht Stunden wurde der Katheter entfernt.
Alle folgenden Blutproben wurden durch direkte Punktion der V. jug. ext. gewonnen
und ebenfalls in Lithium-Heparin-Monovetten verbracht. Die Blutproben wurden in
einer Kuhlzentrifuge bei 2000 x g fir zehn Minuten zentrifugiert. Das so gewonnene
Plasma wurde vorsichtig abpipettiert und gleichméanRig auf zwei bereits vorbereitete und

beschriftete Kryoréhrchen tberfihrt. Die Kryordhrchen wurden zunachst bei -20 °C
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gelagert und bis zum Ende der jeweiligen pharmakokinetischen Abschnitte gesammelt,
um dann in einem -80 °C-Tiefgefrierschrank gelagert zu werden. Nach Beendigung
der gesamten Studie wurden die Proben auf Trockeneis zum Labor des Instituts fur
Klinische Pharmakologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald transportiert,

wo sie bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert wurden.

4.3.4 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Fur die Durchfihrung der BAL wurden die Fohlen in Allgemeinanasthesie verbracht.
Die Sedation erfolgte mit Xylazin, die Narkose wurde mit Diazepam und Ketamin
eingeleitet. Nach Lagerung in Bauch-Brust-Lage und Reinigung beider Nustern wurde
mit dem flexiblen Endoskop (endoskopische Videoeinheit Tel Pack, Videoendoskop
138XX, Typ SG22-140, Karl Storz GmbH u. Co. KG, Tuttlingen, Aul3endurchmesser:
0,9 cm, Lange: 140 cm), welches an eine Lichtquelle mit Bildschirm (Xenon 1000, Karl
Storz GmbH u. Co. KG, Tuttlingen) angeschlossen war, tUber eine Nuster in die
Trachea eingegangen und das Endoskop bis zur Carina trachae vorgeschoben. Bei
der ersten BAL wurde in die linke Lungenseite eingegangen, bei der zweiten BAL in
die rechte Lungenseite. Das Vorschieben erfolgte bis in einen Bronchus der zweiten
oder dritten Generation, in diesem verkeilt sich das Endoskop und dichtet so den
Bronchus ab. Uber den Arbeitskanal wurden nacheinander vier Aliquote mit je 100 ml
phosphate buffered saline (PBS) (Dulbecco’s PBS (1 x) without Ca?* and Mg?*, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich), welche eine Temperatur von etwa 37 °C
hatten, instilliert und sofort wieder zurtick aspiriert. Fur die detaillierte Beschreibung
der Vorgehensweise sei auf die Veroffentlichung von BLOCK verwiesen (BLOCK et al.
2011).

4.3.4.1 Aufarbeitung der BAL-Proben

Von jeder Portion wurde das zuriick gewonnene Volumen bestimmt, anschlieRend
wurde die erste Portion verworfen, da in ihr ein hoher Anteil an nicht repréasentativen,
bronchialen Zellen erwartet wird. Der Inhalt der zweiten bis vierten Portion wurde
vereinigt und zur Entfernung grober Schmutzpartikel durch zwei Lagen Mull in mehrere
Falcons (BD Falcon™, BD Drogheda, Irland) filtriert. Anschlielend wurden die Proben

bei 125 x g und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Von dem so gewonnen Uberstand
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wurden etwa 4 ml aus jedem Falcon in ein frisches Falcon zusammengefuhrt. Diese
Probe, welche den BAL-Uberstand darstellt, wurde wiederum gleichmaRig auf vier
Kryorohrchen aufgeteilt und bei -20 °C eingefroren. Der restliche Uberstand aller
Falcons wurde abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet aus dem ersten Falcon wird
in 10 ml PBS resuspendiert und in das nachste Falcon Uberfuhrt. Dieses Pellet wird
ebenfalls resuspendiert und in das nachste Falcon tberfihrt, so wurde verfahren bis
alle Zellpellets vereinigt waren. Nun wurde die gewonnene Probe noch einmal bei
125 x g fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgesaugt und das
entstandene Zellpellet erneut in 10 ml PBS aufgenommen (,Wasch-Schritt*). Von
dieser Probe wurden dann 10 pl fur die Zellzéhlung (BIO RAD Cell Counter, BIO-RAD
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) genutzt, von weiteren 10 pl wurden
Zellausstriche angefertigt. Dann wurden vier 2 ml-Eppendorf®-GefalRe mit je 5x10°
Zellen befillt. Die Eppendorf®-Gefalze wurden 10 Minuten bei 200 x g zentrifugiert, der
gewonnene Uberstand wurde entsorgt, die Eppendorf®-Gefale mit den gewonnenen
BALC-Proben zur Protein- und mRNA-Bestimmung in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlielend auf Trockeneis gelagert. Der Rest des in PBS
befindlichen Zellpellets wurde in einem Falcon erneut bei 125 x g fur 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand entsorgt. Das nun verbliebene Zellpellet wurde in
8 x 845 pl eiskaltem PBS resuspendiert. AnschlieRend wurden 4 Kryogefal3e mit je
1,69 ml der hergestellten BALC-Probe beflllt und bei -20 °C eingefroren. Alle
gewonnenen Proben wurden auf Trockeneis in das Institut der Klinischen
Pharmakologie Greifswald transportiert und dort bis zur weiteren Verwendung

bei -80 °C gelagert.

4.4 Analytische Untersuchungen der Proben

Im GLP-zertifizierten analytischen Bereich des Instituts fir Klinische Pharmakologie
der Universitadtsmedizin Greifswald wurden die gewonnenen biologischen Proben
messtechnisch aufgearbeitet und analysiert. Mittels der LC-MS/MS Technik
(LC=HPLC; high performance liquid chromatography, mit nachgeschalteter Tandem-
Massenspektroskopie; MS/MS) wurden die Konzentrationen von Gamithromycin

(GAMI) und seinem Hauptmetaboliten Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) sowie
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Rifampicin (RIF) und 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF) im Plasma, in den BAL-

Uberstanden sowie in den Zellen der BAL bestimmt.

Weiterhin wurde die Bestimmung von Cholesterol und seinem Metaboliten 4(3-
Hydroxy-Cholesterol mittels LC-MS/MS in einzelnen Plasmaproben durchgefihrt.

Die Bestimmung der Harnstoffkonzentration in den Plasma- sowie in den BAL-
Uberstand-Proben erfolgte mittels vollenzymatischer, photometrischer Methode im

Labor der Klinik fur kleine Klauentiere der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover.
4.4.1 Aufbewahrung und Aufarbeitung der Proben

4.4.1.1 Herstellung der Stamm- und Arbeitsldsungen
Die Quantifizierung von GAMI, GAMI-DEC, RIF und 25-O-RIF erfolgte mittels der

internen Standardmethode nach flussig-fliissig Extraktion der entsprechenden Proben.

Fur die quantitative Auswertung sowie notwendige Qualitatssicherung wurden vor der
Vermessung der gewonnenen Proben Kalibrationsfunktionen mit entsprechenden
Qualitatskontrollen hergestellt und vermessen. Daflr wurden zunadchst aus
Stammldsungen, welche die zu analysierende Substanz in definierter Konzentration
enthalten, Arbeitslosungen mit ebenfalls definierten Konzentrationen durch
Verdinnung hergestellt. Zur  Minimierung von Fehlern wahrend des
Aufarbeitungsprozesses wurde allen Proben ein interner Standard zugesetzt, der
ebenfalls als Stamm- bzw. Arbeitslosung durch Einwaage und anschliel3ender

Verdunnung hergestellt wurde.

Die Stammlésungen fur RIF und 25-O-RIF hatten eine Konzentration von 20 pg/ml und
wurden durch Einwaage und Ldsen von je 2mg der Substanz in 100 ml
Ammoniumacetat-Acetonitril-Lésung (1+1, v/v) hergestellt. Die so hergestellten
Stammldsungen sind bei -20 °C vier Wochen stabil. Aus den Stammlésungen wurden
taglich frisch die verwendeten Arbeitsldsungen durch schrittweise Verdinnung (1:10)
mit Ammoniumacetat-Lésung hergestellt. Auf diese Weise wurden je drei
Arbeitslésungen mit den Konzentrationen 2, 20 und 200 ng/ml angesetzt. Als interner
Standard fur RIF und seinen Metaboliten wurde Roxithromycin verwendet. Die

Roxithromycin-Stammlésung wurde auf identische Weise hergestellt, indem 2 mg
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Roxithromycin in 100 ml einer Ammoniumacetat-Acetonitril-Lésung (1+1, v/v) gelost
wurden und eine Arbeitslésung mit dem Verdinnungsgrad 1:100 (C = 200 ng/ml). Die
bendtigte Ammoniumacetat-Losung (50 mM) wurde hergestellt, indem 1,93 g
Ammoniumacetat in 500 ml Wasser geldst und mit konzentrierter Essigsaure auf einen
pH von 5,5 eingestellt wurde. Fur die 1 %ige Zitronensaurelésung wurde 1 g

Zitronensaure in 100 ml Wasser gelost.

Die Stammlésungen von GAMI und GAMI-DEC hatten eine Konzentration von
500 pg/ml und wurden hergestellt, indem 5 mg der Substanz in 5 ml Methanol geldst
und anschlieend mit 5 ml Aqua bidest. auf 10 ml aufgefullt wurden. Ihre Haltbarkeit
bei -20 °C betragt ebenfalls vier Wochen. Die drei Arbeitslosungen fir GAMI und
GAMI-DEC wurden taglich frisch durch schrittweise Verdinnung hergestellt. Die
Verdinnung erfolgte jeweils 1:10 mit einem Wasser:Methanol-Gemisch (50:50, v/v),
so dass die Arbeitslésungen Konzentrationen von 0,5, 5,0 und 50 ng/ml aufwiesen.
Fur die Herstellung der Stammlésung des internen Standards Clarithromycin wurden
10 mg Clarithromycin in 10 ml eines Wasser:Methanol-Gemisches (50:50, v/v) gelost,
so dass eine Losung mit der Konzentration 1000 pg/ml entstand. Fur die Arbeitslésung
wurde eine 1:200 Verdiunnung vorgenommen, indem 50 ul der Stammldésung mit
9950 ul eines Wasser:Methanol-Gemisches (50:50, v/v) gemischt wurden. Die

Clarithromycin-Arbeitslésung wies somit eine Konzentration von 10 ng/ml auf.

4.4.1.2 Ansatz und Aufarbeitung der Kalibratoren und Qualitatskontrollen
Kalibrierfunktionen werden bendtigt, um die Konzentrationen der zu bestimmenden
Substanzen berechnen zu kénnen. Fir die Herstellung der Kalibratoren wurden einer
der biologischen Matrix entsprechenden oder dieser nachempfundenen Leermatrix,
die zu quantifizierenden Arzneistoffe in bekannter und aufsteigender Konzentration
zugegeben. Als Leermatrix dienten bei unseren Proben einerseits humanes Plasma,
andererseits entweder BAL-Puffer (Dulbeccos PBS) oder BAL-Zellimitat (HEK294-
Zellen).

Zur Erstellung der Kalibrierfunktionen fur RIF und dessen Metaboliten 25-O-RIF
wurden zwei Leerwerte, einer mit und einer ohne den internen Standard, sowie elf
Kalibratoren mit den Konzentrationen 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 und
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1000 ng/ml verwendet. Die Kalibratoren fur Plasma wurden hergestellt, indem 200 pl
humanes Plasma mit den fur die jeweilige Konzentration notwendigen Mengen der
Arbeits- bzw. Stammlésungen versetzt wurden. Diesen gespickten Leermatrixproben
wurden 25 pl der Roxithromycin-Arbeitslosung (IS), 25 pl Zitronensaure-Losung sowie
400 pl eiskalter ACN zugegeben und intensiv gemischt. Die Proben wurden fir 10
Minuten bei 14.900 U/min zentrifugiert und anschlieBend fur 15 Minuten mittels
Vakuumzentrifugation eingeengt. Der klare Zentrifugationsiberstand wurde in
entsprechende HPLC-Probengefal3e Uberfihrt.

Die Kalibratoren fiir die Matrizen BAL-Uberstand und BAL-Zellen wurden auf dhnliche
Weise hergestellt. Wieder wurden 200 pl der Leermatrix mit den entsprechenden
Mengen Arbeits- bzw. Stammldsung versetzt und diesen Proben dann 25 pl
Arbeitslosung des internen Standards, 25 ul Zitronensaure-Lésung und 400 pl
eiskalter ACN zugegeben und intensiv durchmischt. Alle Zelllysat-Proben wurden flr
funf Minuten im Ultraschallbad behandelt. In einem nachsten Arbeitsschritt wurden
sowohl die BAL-Puffer- als auch die Zelllysat-Proben fur 10 Minuten bei 14.900 U/min
zentrifugiert und anschlie3end fur 15 Minuten mittels Vakuumzentrifugation eingeengt.
Der klare Zentrifugationstiberstand wurde abgenommen und in HPLC-Probengefalie

gegeben.

Fur die Erstellung der Kalibrationsfunktionen von GAMI und GAMI-DEC in Plasma
wurden eine Doppeltblindprobe, welche nur die Leermatrix enthielt, eine Blindprobe,
welche die Leermatrix und den internen Standard enthielt, sowie sieben Kalibratoren
verwendet. Die Kalibratoren wiesen fir GAMI Konzentrationen von 1, 5, 20, 50, 200,
600 und 1000 ng/ml auf, fir GAMI-DEC 2, 5, 20, 50, 200, 600 und 1000 ng/ml. Um die
Kalibrationsfunktionen in Zelllysat-Proben zu erstellen, wurden ebenfalls eine
Blindprobe und eine Doppeltblindprobe verwendet zuziglich acht Kalibratoren. Die
Konzentration der GAMI-Kalibratoren betrug 2,5, 5, 10, 50, 100, 200, 600 und
1000 ng/ml, die der GAMI-DEC-Kalibratoren 5, 10, 20, 50, 100, 200, 600 und
1000 ng/ml. Zur Herstellung der Plasmakalibratoren wurde 1 ml humanes Plasma mit
den entsprechend vorgegebenen Mengen der Arbeitslosungen von GAMI und GAMI-
DEC versetzt. Die so gespickten Leermatrixproben wurden mit 25 pul der

Clarithromycin-Arbeitslosung (IS) und 500 ul Ammoniumformitpuffer (5 mM, pH 5,0)
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versetzt und intensiv gemischt. AnschlieRend erfolgte eine zweimalige Extraktion
(Erh6hung der Extraktionsausbeute) mit je 4 ml Methyl-tert.-butyl-ether (MTBE). Bei
diesem Schritt wandern die Analyten gemaf ihrem lipophilen Charakter von der
Plasma- in die Etherphase. Nach 2-minttiger Zentrifugation bei 3500 U/min konnte die
organische Phase separiert werden. Die zwei organischen Extrakte wurden vereinigt
und bei 50 °C bis zur Trockne eingeengt. Anschliel3end erfolgte eine Resuspension in
60 pl mobiler Phase (15 % Ammoniumformiatpuffer, 5 mM, pH: 5; 85 % Acetonitril) und
dann die Uberfiihrung eines Aliquotes in HPLC-ProbengefaRe.

Die Herstellung der Zelllysat-Kalibratoren erfolgte auf dhnliche Weise. Es wurden
0,2 ml Leermatrix mit der entsprechenden Menge der Arbeitslosungen der Analyten
vermischt, anschlielRend wurden 25 pl der Arbeitslosung des internen Standards sowie
100 pl Ammoniumformitpuffer (5 mM, pH 5,0) zugegeben und die Probe intensiv
gemischt. AnschlielRend erfolgte die zweimalige Extraktion mit jeweils 3 ml MTBE. Die
vereinigten organischen Uberstande wurden bei 50 °C zur Trockne eingeengt, in 60 pl
mobiler Phase resuspendiert und anschliel3end in HPLC- Probengefal3e tberfiihrt und

vermessen.

Im Rahmen einer Qualitatssicherung wurden innerhalb eines Messzyklus
entsprechend international geltender Richtlinien, reprasentative
Qualitatskontrollproben mit aufgearbeitet und vermessen. Diese wurden in der
gleichen Art und Weise wie die Kalibratoren hergestellt, allerdings mit unabhéngig
davon hergestellten Stamm- und Arbeitslésungen im Vergleich zu den bei der
Kalibration verwendeten Lésungen. Sie enthielten die zu analysierenden Stoffe in
definierter Konzentration, reprasentativ fir den unteren, mittleren sowie oberen
Kalibrationsbereich. Fir RIF und 25-O-RIF wurden je funf Qualitatskontrollproben
sowohl fur Plasma- als auch fur BAL- und Zelllysatproben hergestellt. Fir GAMI und
GAMI-DEC wurden je drei Qualitatskontrollproben hergestellt. Diese enthielten bei
Plasmaproben Konzentrationen zwischen 3 und 800 ng/ml, bei Zelllysat-Proben
Konzentrationen zwischen 15 und 750 ng/ml. 10 % aller Proben eines Messzyklus
waren Qualitatskontrollproben. Als Mal3 fur die Richtigkeit gilt eine maximal zulassige
Abweichung von 15% vom Ist-Wert. Lediglich am jeweiligen Detektionslimit
(LoQ=Limit of Quantifikation) von 1 ng/ml fur GAMI, 2 ng/ml fir GAMI-DEC sowie
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0,5 ng/ml fur RIF und seinen Metaboliten ist eine Abweichung bis 20 % zulassig, dies

gilt fir mindestens 2/3 aller gemessenen Qualitatskontroll- wie auch Kalibrierwerte.

4.4.1.3 Aufbereitung der Plasmaproben, der bronchoalveolaren Zellen (BALC)
und des BAL-Uberstandes

Die Messproben wurden, wie bereits beschrieben, bei -80 °C gelagert und am Tag der

Bearbeitung bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Aufbereitung erfolgte analog zur

Aufbereitung der Kalibratoren.

Um die Konzentrationen von RIF und 25-O-RIF zu ermitteln wurden 200 pl der
jeweiligen Probe mit 25 pl Arbeitslosung des internen Standards, 25 ul
Zitronensaurelésung und 400 pl eiskalter ACN versetzt und intensiv gemischt. Die
Proben fiir den BAL-Uberstand und die BAL-Zellen wurden anschlieRend erst fir funf
Minuten bei Raumtemperatur, dann fir 5 Minuten im Ultraschallbad inkubiert. Nach
15-mindtiger Zentrifugation bei 14.900 U/min und anschlieRender Einengung mittels
15-mindtiger Vakuumzentrifugation wurde der klare Uberstand in HPLC-Probengefalie
Uberfuhrt und konnte vermessen werden. FiUr die Konzentrationsbestimmung von
GAMI und GAMI-DEC im Plasma wurden zu einem Milliliter der zu vermessenden
Plasmaprobe 25 pl der Arbeitslosung des internen Standards und 500 ul
Ammoniumformiatpuffer (5 mM, pH 5,0) zugefiigt und intensiv vermischt. Nach der
zweimaligen Extraktion mit je 4 ml MTBE wurden die vereinigten organischen Extrakte
bei 50 °C bis zur Trockne eingeengt und anschlieiend mit 60 ul mobiler Phase
resuspendiert. Die gewonnene Resuspension wurde bei 4000 U/min zentrifugiert und
schlie3lich in HPLC-Probengefal3e Uberfuhrt. Fur die Konzentrationsbestimmung in
den BAL- und BALC-Proben wurden je 0,2 ml der zu vermessenden Probe mit 25 pl
der  Clarithromycin-Arbeitslésung  (interner  Standard) sowie 100  pl
Ammoniumformitpuffer (5 mM, pH 5,0) versetzt und intensiv gemischt. Nach der
zweimaligen Extraktion mit je 3 ml MTBE wurden die vereinigten organischen Extrakte
bei 50°C zur Trockne eingeengt und anschlieend in 60 pl mobiler Phase
resuspendiert. Danach erfolgte die Uberfiihrung in HPLC- ProbengefaRe.
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4.4.2 Flussigkeitschromatographie (LO) mit nachgeschalteter
Tandemmassenspektroskopie (MS/MS-System)
Die Proben-Analyse erfolgte mittels Flissigkeitschromatographie, bei der eine
Auftrennung der Analyten erfolgt, mit nachgeschalteter Tandemmassenspektroskopie,
bei welcher die Stoffe gemal ihrer Masse/Ladungs-Verhaltnisse detektiert werden. Bei
der HPLC handelt es sich um ein chromatographisches Trennverfahren, bei dem die
zu untersuchenden Proben in einem Laufmittel, der sog. mobilen Phase, durch eine
Trennsaule, die sog. stationdre Phase, gepumpt werden. Die stationare Phase besteht
zumeist aus einem Kieselgel, an dessen Oberflache unterschiedliche funktionelle
Gruppen gebunden sind. Diese dienen als Austauschplatze fir die zu trennenden
Substanzen und binden diese in Abhangigkeit von ihren physikochemischen
Eigenschaften. Auf diese Weise findet eine Auftrennung der zu analysierenden
Substanzen statt. Im sich anschlieenden Tandemmassenspektrometer werden die
Molekilmassen freier lonen im Hochvakuum bestimmt. Dazu erfolgt zuerst eine
lonisierung der Analyten. Im ersten Massenspektrometer wird dann die
Muttersubstanz gemal ihres Masse-/Ladungs-Verhéltnisses detektiert, im zweiten,
dahinter in Reihe geschalteten Massenspektrometer erfolgt die Detektierung des
spezifischen lonenprodukts nach Fragmentierung. Das Verfahren der
Tandemmassenspektroskopie erhdht sowohl die Selektivitat als auch die Sensitivitat
gegenuber einer einfachen Massenspektroskopie. Die bei der Detektion entstehenden
Signale werden auf einem angeschlossenen Computer mittels einer Software als

Chromatogramme dargestellt und knnen ausgewertet werden (siehe Abbildung 3).

Fur die Analyse von RIF und 25-O-RIF erfolgte eine isokratische Elution der Proben.
Als mobile Phase dienten 25 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 4) und Acetonitril in
einem 50:50 Gemisch. Durch einen automatischen Probengeber, welcher auf 10 °C
temperiert war, wurden 10pul der Probe eingegeben und mit einer
Flussgeschwindigkeit von 200 ul/min durch die stationare Phase, eine auf 40 °C
temperierte Trennsaule (XTerra MS 100mm x 2,2 mm, 3,0 um), gepumpt. Um
partikulare Verunreinigungen zu vermeiden, befindet sich vor der Trennséule ein
0,5 um PEEK Mikrofilter. Als Tandemmassenspektrometer stand ein MDS Sciex API
4000 Turbolon Interface zur Verfigung (AB Sciex, Darmstadt, Deutschland). RIF,
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25-0O-RIF und Roxithromycin wurden im positiven lonisationsmodus detektiert, woftr
die folgenden spezifischen Massenlbergange der Muttersubstanz in die Tochterionen
nach Fragmentierung verwendet wurden: RIF 821.1—-789.2, 25-O-RIF 779.1—-747.1,
Roxithromycin 837.3—679.2.

Fur die Bestimmung von GAMI, GAMI-DEC und dem internen Standard Clarithromycin
wurde ebenfalls eine isokratische Elution vorgenommen, wobei die mobile Phase aus
einem 15:85-Gemisch von 5 mM Ammoniumformiat-Puffer (pH 5,0) zu Acetonitril
bestand. Mittels des auf 10 °C temperierten Probengebers wurden 15 ul der Probe
eingegeben und mit einer Flussgeschwindigkeit von 250 pl/min durch die auf 40 °C
temperierte Trennsaule (Supelco Ascentis® C18, 3 um, 2,1mm x 100 mm) gepumpt.
Vor der Trennsaule befand sich wieder ein 0,5 um PEEK Mikrofilter, um partikulare
Verunreinigungen abzufangen. Als Massenspektrometer wurde ein ABSciex API 2000
Turbolon Interface (AB Sciex, Darmstadt, Deutschland) genutzt. Die Detektion erfolgte
im positiven lonisationsmodus, wobei zur Quantifizierung folgende Massenibergange
genutzt wurden: GAMI 389.5—619.4, GAMI-DEC 310.5—462.3 und Clarithromycin
748.5—590.5.

Alle Chromatogramme wurden nach der internen Standardmethode tber die jeweiligen
Peakflachen ausgewertet. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte online mit der
Gerate-Software ,Analyst 1.4.2% welche die jeweiligen Peakflachenverhaltnisse (peak-
area-ratios, par) zwischen Analyt und internem Standard sowie eine 1/x gewichtete
guadratische Regression (X=Konzentration) zu Grunde legt.
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Abbilung 3: Chromatogramm einer Qualitatskontrollprobe mit 500 ng/ml; 2,20 min:
Clarithromycin (griin); 3,20 min Gamithromycin-Declad (rot); 3,25 min Gamithromycin

(blau)

4.4.3 Bestimmung des Volumens der pulmonary epithelial lining fluid (PELF)

Bei der pulmonary epithelial lining fluid (PELF) handelt es sich um den dinnen
Flassigkeitsfilm, welcher sich auf der Lungenoberflache befindet. Durch die Eingabe
des PBS im Verlauf der BAL wurde dieser epitheliale Flissigkeitsfilm stark verdinnt.
Um nun also aus der zurickgewonnenen BAL-Flussigkeit (BALF) das Volumen der
PELF zu bestimmen, wurde die Methode nach RENNARD et al (1986) verwendet,
welche auf der Harnstoffbestimmung im Plasma und in der Spulfliissigkeit beruht. Da
Harnstoff frei im Korper diffundiert, geht man davon aus, dass die Konzentrationen im
Plasma und in der PELF identisch sind. Anhand der Konzentration in der BALF kénnen

also zunéachst ein Verdiunnungsfaktor und dann das Volumen der PELF bestimmt

werden.
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Der Verdunnungsfaktor berechnet sich als Quotient aus der Harnstoffkonzentration in
der BALF und der Harnstoffkonzentration im Plasma. Um das Volumen der PELF zu
berechnen wird der ermittelte Verdinnungsfaktor mit dem Volumen der BALF

(abzuglich der ersten Fraktion) multipliziert.

VreeLr (I) = (UreasaLr (mmol/l) / Ureapiasma (mmol/l)) x VeaLr (1)

4.4.4 Berechnung der Arzneimittelkonzentrationen in der PELF

Nachdem das Volumen der PELF Dberechnet war, wurden die
Arzneistoffkonzentrationen von GAMI, GAMI-DEC, RIF und 25-O-RIF in der PELF
berechnet. Dazu wurde die Konzentration des jeweiligen Stoffes in der BALF durch
das Volumen der PELF dividiert und anschlieRend mit dem Volumen der BALF

(abzuglich erster Fraktion) multipliziert.

CreLr (ng/ml) = (CeaLr (ng/ml) / Veerr (ml)) x VeaLr (Ml)

4.4.5 Berechnung der Arzneimittelkonzentrationen in den BALC

Die bei der BAL gewonnene Zellsuspension enthalt neben den BALC auch einen
gewissen Anteil an instilliertem PBS. Die in der LC-MS/MS ermittelten Konzentrationen
geben daher nicht die tatsachliche Konzentration in der Zelle wieder. Um eine Aussage
Uber die intrazellulare Anreicherung der Antibiotika zu machen, ist jedoch genau diese
Konzentration wichtig und muss errechnet werden. Nach JACKS et al. (2001) wird fur
bronchoalveolare Zellen des Fohlens ein Volumen von 1,2 ml/Gigazelle (GZ) zugrunde
gelegt. Um die Konzentration des jeweiligen Arzneistoffes (AS) in den BALC in ng/GZ
zu berechnen, wurde die jeweilige Konzentration des Stoffes in der Zellsuspension
(Cas) durch die Anzahl der gezahlten bronchoalveolaren Zellen (Z) (diese wurde bei

der Aufarbeitung vor Ort durchgefuihrt) bezogen auf eine Gigazelle dividiert.
CeaLc (Ng/GZ) = Cas (ng/ml) / (Z (1/ml) x 1 GZ)

Zum Vergleich mit den Konzentrationen im Plasma und in der PELF musste dieser
Wert nun noch in ng/ml umgerechnet werden. Dafir wurde das zugrunde gelegte

Volumen von 1,2 ml/GZ genutzt.

CsaLc (ng/ml) = CgaLc (Ng/GZ) / 1,2 ml/GZ
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4.4.6 Bestimmung und statistische Auswertung der pharmakokinetischen
Parameter

Mittels der in der LC-MS/MS ermittelten Plasmakonzentrationen konnte fir jeden

Analyten eine Konzentrations-Zeit-Kurve erstellt werden (siehe Abbildung 4). Diese

gibt die Konzentration des jeweiligen Stoffes im Blut in Abhangigkeit von der Zeit an.

Mithilfe dieser Kurve wurden dann weitere pharmakokinetische Parameter ermittelt

und miteinander verglichen.

Konzentration (C)

AUC

> Zeit (t)
max

Abbildung 4: Konzentrations-Zeit-Kurve; Cmax. maximale Konzentration; tmax:
Zeitpunkt der maximalen Konzentration; AUC: area under the curve (Flache unter der

Kurve; hellblau hinterlegt)
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Fur die Plasmaproben wurden die maximale und wenn mdglich die minimale
Arzneistoffkonzentration, die Flache unter der Kurve, die Zeit bis zur maximalen
Plasmakonzentration, die terminale Halbwertszeit, die mittlere Verweildauer und die
Clearance, die Eliminationskonstante sowie die metabolische Ratio ermittelt und fur

GAMI zusatzlich das scheinbare Verteilungsvolumen.

Die maximale Plasmakonzentration (Cmax) stellt den Scheitelpunkt der Konzentrations-
Zeit-Kurve dar. Sie kann fur RIF, 25-O-RIF und GAMI-DEC den tabellarisch
aufgelisteten Einzelwerten jedes Fohlens enthommen werden. Da unmittelbar nach
der dreiminitigen GAMI-Infusion kein Blut genommen wurde, musste die maximale
GAMI-Konzentration zum Zeitpunkt 0,05 mittels Extrapolation berechnet werden.
Diese Berechnung ist notwendig, da ansonsten ein Grof3teil der AUC nicht
bertcksichtigt werden konnte. Die minimale Konzentration (Cmin) ISt nur bei
wiederholter Arzneimittelapplikation relevant und stellt die minimale Konzentration,
oberhalb der Nachweisgrenze, vor erneuter Medikamentengabe dar. Der Wert kann
den tabellarisch aufgelisteten Einzelwerten entnommen werden. Die Flache unter der
Kurve (AUC) gibt die Gesamtmenge des Arzneistoffs im Blut Uber einen bestimmten
Zeitraum an und wird mittels der Trapezregel berechnet. Bei einmaliger Applikation
wird der Zeitraum bis unendlich betrachtet (AUCo-~), bei einer Mehrfachgabe hingegen
wird das Dosierungsintervall als Zeitraum betrachtet (AUCo-t). FUr RIF und seinen
Metaboliten wurde also im ersten und dritten Studienabschnitt die AUCo-~ ermittelt und
fur den vierten Abschnitt die AUCo-24n, fur GAMI und GAMI-DEC musste die AUCo-16s8h
berechnet werden. Die Halbwertszeit (ti2) gibt an, wie lange es dauert, bis die
Konzentration des Arzneistoffes um die Halfte gesunken ist. Die ti2 wird Uber die
Steigung der Geraden und den Korrelationskoeffizienten berechnet. Die mittlere
Verweildauer (MRT) gibt an, wie lange ein Molekil durchschnittlich im Kérper verweilt.
Die MRT ist der Quotient aus AUMC (area under the first moment time curve) und AUC
(MRT=AUMC/AUC). Die Eliminationskonstante ist fur Eliminationsprozesse 1.
Ordnung ermittelbar und stellt den Proportionalitatsfaktor zwischen Konzentration und
Elimination dar. Dieser Wert kann Uber die Steigung und die Halbwertszeit berechnet
werden. Die Clearance (Cl) stellt ein Mal fiir die Ausscheidung des Stoffes tber einen

bestimmten Zeitraum dar. Da keine Ausscheidungsprodukte zur Analyse vorlagen,
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wurde die Clearance mit Hilfe der verabreichten Gesamtdosis und der AUC berechnet
(Cl= Dosis/AUC). Die metabolische Ratio gibt das Verhaltnis von Muttersubstanz zu
Metabolit im Plasma an und wurde durch Division der jeweiligen Konzentrationen
berechnet. Das scheinbare Verteilungsvolumen (Vss) wurde nur fiur GAMI ermittelt. Die
Berechnung erfolgt mit Hilfe der Parameter MRT und Cl (Vss=sMRT*CI) und gibt einen
Aufschluss Uber die Verteilung eines Arzneistoffs im Organismus. Wenn eine Substanz
sehr stark von Geweben gebunden wird und weniger stark von Plasmaproteinen,
erscheint das Medikament in einem grof3en Volumen gel6st, das Verteilungsvolumen

ist also grof3.

Fir die PELF- und die BALC-Proben wurden die Konzentrationen bestimmt und
sowohl zueinander als auch zur Plasmakonzentration zum Zeitpunkt der BAL in

Relation gesetzt, woraus sich sog. ,Ratios” ergeben.

Von allen berechneten Einzelwerten dieser pharmakokinetischen Parameter wurden
die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (xSD) ermittelt. Fir die statistische
Auswertung wurde der Friedman post hoc-Test verwendet, wobei die Unterschiede
zwischen den Verabreichungsschemata mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p <0,05 als signifikant angesehen wurden. Die Berechnung und Auswertung erfolgte

mit den Programmen Graphpad Prism 5, Version 5.01 und IBM SPSS Statistics.
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5 Ergebnisse

5.1 Studientiere
Es wurden zwolf Fohlen in die Studie aufgenommen (CRF-Nummer 1 bis 12). Diese
waren zu Studienbeginn Kklinisch allgemeingesund und ultrasonographisch

lungengesund.

Im Verlauf der Studie wurden zwei Tiere (CRF-Nummer 1 und 7) aus der Studie
ausgeschlossen, nachdem sie eine starke Dyspnoe entwickelten. Bei dem ersten
Fohlen (CRF-Nummer 7) trat die Dyspnoe bereits an Tag 5 der Studie auf und
entwickelte sich zu einer interstitiellen Pneumonie. Dieses Fohlen wurde ebenfalls an
Tag 5 ausgeschlossen. Bei dem anderen Fohlen (CRF-Nummer 1) trat die Dyspnoe

am Tag 19 der Studie auf und die fuhrte unmittelbar zum Ausschluld aus der Studie.

Zwei weitere Fohlen (CRF-Nummer 4 und 5) fielen wahrend der Studie beim
Auskultieren der Trachea mit einem Rasseln auf, das Fohlen mit der CRF-Nummer 5
wies zusatzlich eine erhdhte Korpertemperatur auf. Die Dyskrinie wurde mit
Acetylcystein  (p.0.) Uber finf Tage erfolgreich behandelt, die erhohte
Korpertemperatur konnte durch die zweimalige Gabe von Metamizol (p.0.) gesenkt

werden.

Ein weiteres Tier (CRF-Nummer 9) fiel an Tag 45 der Studie mit Fieber und
hochgradiger Lahmheit vorne rechts auf. Dieses Fohlen entwickelte eine
Fesselgelenksentziindung und wurde an Tag 46 intraartikular mit Cefquinom und ab
dem 47. Studientag bis Studienende systemisch mit Gentamicin und Cefquinom

behandelt. Das Fohlen wurde nicht aus der Studie ausgeschlossen.

Bei einem Fohlen (CRF-Nummer 10) musste wahrend der dritten Studienwoche vorne
beidseits eine Desmotomie des Unterstitzungsbandes der tiefen Beugesehne
durchgefuhrt werden. Dieses Fohlen wurde dazu mit Xylazin (i.v.) sediert und mit
Diazepam (i.v.) und Ketamin (i.v.) abgelegt. Eine Nachbehandlung erfolgte fur vier
Tage mit Meloxicam (p.os). Das Fohlen verblieb trotz der Behandlung in der Studie.
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Weiterhin musste ein Tier (CRF-Nummer 12) wahrend der Studie aufgrund eines
Thrombus in der V. jug. ext. systemisch und lokal mit Heparin tber vier Tage sowie

systemisch mit Acetylsalicylsédure (p.os.) tUber sieben Tage behandelt werden.

5.1.1 Studienspezifische Nebenwirkungen
Drei Fohlen zeigten wahrend der Studie einen gering- bis mittelgradigen
selbstlimitierenden Durchfall (CRF-Nummer 3, 4, 9). Das Allgemeinbefinden war

ungestort.

Ein Fohlen (CRF-Nummer 12) zeigte unmittelbar nach der vierten Injektion von
Zactran® eine Reaktion in Form von Unruhe, Anschwellen der Haut im Bereich von
Nustern, Maul und Augen, Juckreiz im Bereich der Einstichstelle und vermehrtes
Schwitzen. Durch die einmalige Gabe von Methylprednisolon konnten diese

Symptome innerhalb einer Stunde zum Abklingen gebracht werden.

Es wurden bei keinem Fohlen Nebenwirkungen durch die zwei durchgefuhrten BALs

festgestellt.

5.2 Volumen der zurickgewonnenen Spulflussigkeit (BALF) wahrend der BAL
Nach der Instillation von 400 ml PBS wurden bei der ersten BAL pro Fohlen zwischen
146 und 276 ml zurickgewonnenen, dies entspricht einer mittleren Rickgewinnung
von 239 + 38 ml bzw. 60 £ 10 %. Es wurden im Schnitt 208 = 35 ml pro Fohlen zur

weiteren Verarbeitung genutzt.

Bei der zweiten BAL konnten von den eingegebenen 400 ml PBS pro Fohlen zwischen
196 und 262 ml zurickgewonnen werden. Die mittlere Rickgewinnung lag damit bei
232 £ 23 ml bzw. 58 + 6 %. Die zur Weiterverarbeitung genutzte Menge an BALF pro
Fohlen lag im Mittel bei 202 + 21 ml.

Bei beiden BALs wurde jeweils die erste Fraktion verworfen. Die Einzelwerte fir alle

Fohlen kénnen der Tabelle 9 im Anhang enthommen werden.

5.3 Gesamtzellzahl und Zelldifferenzierung in der BALF
Die ermittelten Gesamtzellzahlen wahrend der ersten BAL lagen im Bereich von
2,54x10° bis 9,51x107 Zellen/ml Spuilflissigkeit.
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Bei der zweiten BAL waren die Gesamtzellzahlen etwas niedriger und lagen im Bereich
von 1,95x106 bis 1,28x107 Zellen/ml Spuilflissigkeit.

Die Gesamtzellzahlen fiir jedes einzelne Fohlen kdnnen der Tabelle 10 im Anhang

entnommen werden.

Den tberwiegenden Teil der differenzierten Zellen bildeten Makrophagen, gefolgt von
Lymphozyten. Neutrophile und eosinophile Granulozyten sowie Riesenzellen wurden

nicht oder nur geringgradig nachgewiesen.

5.4 Harnstoffkonzentrationen und berechnete PELF-Volumina
Die PELF-Volumina wurden mit Hilfe der Harnstoffkonzentration im Plasma und in der
BALF ermittelt.

Die Harnstoffkonzentrationen im Plasma lagen bei der ersten BAL zwischen 2,17 und
3,26 mmol/l (Mittelwert 2,62 £ 0,36 mmol/l). Die Konzentrationen in der BALF lagen
zwischen 0,09 und 0,36 mmol/l (Mittelwert 0,15 + 0,08 mmol/l).

Bei der zweiten BAL lagen die Harnstoffkonzentrationen in einem &hnlichen Bereich.
Die Plasmakonzentration betrug zwischen 2,61 und 4,00 mmo/l (Mittelwert 3,27 + 0,46
mmol/l). Die Konzentrationen in der BALF betrugen zwischen 0,09 und 0,26 mmol/Il
(Mittelwert 0,13 = 0,05 mmol/l).

Die Volumina der PELF, welche nach der Methode von RENNARD et al. (1986)
berechnet wurden, lagen bei der ersten BAL zwischen 7,01 und 24,67 ml (Mittelwert
11,89 + 5,18 ml). Bei der zweiten BAL fielen die berechneten Volumina bei fast allen
Fohlen etwas geringer aus, sie lagen zwischen 4,25 und 14,78 ml (Mittelwert 8,12 +
2,72 ml).

Die Einzelwerte fir die Harnstoffkonzentration und die berechneten PELF-Volumina
fur jedes Fohlen kénnen den Tabellen 11 und 12 des Anhangs entnommen werden.

5.5 Cholesterol- und 4-B-Hydroxycholesterolkonzentration im Plasma

Die Konzentration von Cholesterol und seinem Metaboliten 4-B-Hydroxycholesterol
wurde fur den Abschnitt RIF ohne GAMI zum Zeitpunkt O h, fir den Abschnitt GAMI
mit RIF ,single dose® zu den Zeitpunkten 0 h, 48 h, 168 h und fur den Abschnitt GAMI
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mit RIF ,multiple dose“ zum Zeitpunkt O h im Plasma bestimmt. Die Einzelwerte fur

jedes Fohlen kdnnen der Tabelle 13 im Anhang entnommen werden.

Des Weiteren wurde die Ratio beider Stoffe zueinander ermittelt, sie betrug im Mittel
im Abschnitt RIF ohne GAMI 0,94, im Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose® im Mittel

1,7. Die Einzelwerte sind ebenfalls der Tabelle 13 im Anhang zu entnehmen.
5.6 Pharmakokinetische Parameter der Antibiotika im Plasma

5.6.1 Pharmakokinetische Parameter von Gamithromycin im Plasma

Far alle drei Abschnitte wurde die maximale Plasmakonzentration von GAMI zum Ende
der Infusion, also nach drei Minuten (0,05), berechnet. Fir den Abschnitt GAMI ohne
RIF lag sie bei 5696 + 7704 ng/ml, fir den Abschnitt GAMI mit RIF ,single dose” bei
4246 + 4252 ng/ml und far den Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose“ bei
11013 £ 18064 ng/ml. Die Konzentration im Plasma nahm bei allen drei
Plasmakinetiken anfangs sehr schnell ab, unter RIF verlangsamte sich jedoch die
Elimination von GAMI im Verlauf des Dosisintervalls. So betrug die mittlere
Plasmakonzentration wahrend des Abschnitts GAMI mit RIF ,multiple dose“ nach 24
Stunden noch 142 * 49 ng/ml wahrend sie im Abschnitt GAMI ohne RIF im Mittel nur
60 £+ 12 ng/ml betrug. Auch die minimale Plasmakonzentration fir GAMI unterschied
sich deutlich zwischen den Plasmakinetiken. So lag sie bei GAMI ohne RIF bei
2,69 £ 1,22 ng/ml und bei GAMI mit RIF ,single dose® bei 3,18 + 1,09 ng/ml. Im
Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose” lag sie mit 8,21 £ 2,89 ng/ml signifikant Uber
den beiden anderen Werten (siehe Abbildung 5).

Die Unterschiede im Konzentrationsverlauf hatten deutliche Auswirkungen auf die
Gesamtmenge im Plasma wahrend des Dosierungsintervalls (AUCo-168n). SO betrug
diese im Abschnitt GAMI ohne RIF 8037 + 2927 ngxh/ml, in den Abschnitten mit RIF
lag sie signifikant hoher und betrug bei GAMI mit RIF ,single dose”
11184 + 2218 ngxh/ml und bei GAMI mit RIF ,multiple dose“ 15765 + 5668 ngxh/ml
(siehe Abbildung 6).

Die Clearance wurde im Abschnitt GAMI ohne RIF mit 2167 + 801 ml/min berechnet.

In den Abschnitten mit RIF nahm die Clearance signifikant auf 1513 + 533 ml/min
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(GAMI mit RIF ,single dose®) bzw. 1400 + 525 ml/min (GAMI mit RIF ,multiple dose®)
ab. Da die mittlere Verweildauer in den Abschnitten mit RIF anstieg (von 27,4 + 7,57 h
bei GAMI ohne RIF vs. 40,8 + 4,33 h bei GAMI mit RIF ,single dose® und 36,8 + 7,93 h
bei GAMI mit RIF ,multiple dose®), blieb das scheinbare Verteilungsvolumen

annahernd gleich hoch.

GAMI zeigte in allen drei pharmakokinetischen Abschnitten ein sehr hohes

scheinbares Verteilungsvolumen zwischen 19,4 + 7,8 I/kg und 23,7 + 10,8 I/kg.

Die terminale Halbwertszeit veranderte sich nicht signifikant und lag im Abschnitt GAMI
ohne RIF bei 35,6 £ 6,0 Stunden, im Abschnitt GAMI mit RIF ,single dose” bei 40,6 £
11,0 Stunden und im Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose“ bei 39,8 + 7,2 Stunden.

Die metabolische Ratio fur GAMI betrug im Abschnitt GAMI ohne RIF 3,03 + 1,71 %
und erhdhte sich signifikant auf 6,21 + 1,57 % (GAMI mit RIF ,single dose®) bzw.
5,42 £ 1,69 % (GAMI mit RIF ,multiple dose).

In Tabelle 1 sind die pharmakokinetischen Parameter von GAMI zusammengefasst.
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Abbildung 5: Konzentrations-Zeit-Kurven von Gamithromycin (GAMI) nach i.v.-Gabe
(6 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen fiir die drei Abschnitte GAMI ohne RIF, GAMI

mit RIF ,single dose®, GAMI mit RIF ,multiple dose®; RIF: Rifampicin; logarithmische
Einteilung der Y-Achse (GAMI-Konzentration)
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Abbildung 6: AUCo-16snh fir Gamithromycin (GAMI) und Gamithromycin-Declad

(GAMI-DEC) nach i.v.-Gabe von GAMI (6 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen fur die
drei Abschnitte GAMI ohne RIF, GAMI mit RIF ,single dose®, GAMI mit RIF ,multiple
dose; RIF: Rifampicin; * zeigt einen signifikanten Unterschied an vs. GAMI ohne RIF

(Friedmann post hoc-Test, p <0,05)
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Tabelle 1. Pharmakokinetische Parameter von Gamithromycin (GAMI) nach i.v.-

Gabe (6 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen (Mittelwert + Standardabweichung)

GAMI ohne  GAMI mit RIF  GAMI mit RIF
RIF "single dose" "multiple dose”

AUCo-168n  ngxh/ml 8037 £ 2927 11184 + 22182 15765 + 5668 2
AUCo-48n  ngxh/ml 6814 + 2917 8936 + 1508 12327 47132
Vss I’kg 23.7+£10.8 23.5+9.35 19.4 +7.77
Cmaxss ng/ml 5696 + 7704 4246 + 4252 11013 + 18064
Chminss ng/ml 2.69+1.22 3.18 +1.09 8.21 + 2.892P

Tmaxss h 0.050 + 0.000 0.050 +0.000 0.050 +0.000
T h 35.6 £5.99 40.6 +11.0 39.8+7.21
kel 1/h 0.020 £0.003 0.019+0.007 0.018 +£0.003

MRT h 274+ 757 40.8 +4.332 36.8 +7.93
CL ml/min 2167 + 801 1513 + 5332 1400 + 5252
Rmet % 3.03+1.71 6.21+1.572 5.42 +1.69

avs. GAMI ohne RIF
bys. GAMI mit RIF "single dose"
Friedman post hoc-Test; p <0,05

5.6.2 Pharmakokinetische Parameter von Gamithromycin-Declad im Plasma
Fur GAMI-DEC wurde die maximale Plasmakonzentration im Abschnitt GAMI ohne
RIF etwa 30 Minuten nach der GAMI-Injektion erreicht (Tmax 0,498 £ 0,020 h, Cmax 12,9
+ 11,2 ng/ml). Im Abschnitt GAMI mit RIF ,single dose“ wurde eine maximale
Plasmakonzentration fur GAMI-DEC von 10,8 + 3,5 ng/ml nachgewiesen und die Zeit
bis zum Erreichen der Cmax betrug 1,64 = 3,64 Stunden. Im Abschnitt GAMI mit RIF
,multiple dose” wurde fir GAMI-DEC eine Cmax von 16,7 £ 9,6 ng/ml und eine Tmax von
5,9 + 14,9 Stunden ermittelt.

Der Konzentrationsverlauf des Metaboliten war ahnlich zu dem der Muttersubstanz, so
nahm die Plasmakonzentration bei allen drei Studienabschnitten anfangs recht schnell
ab, unter RIF verlangsamte sich jedoch der Konzentrationsabfall Gber die Zeit. Bei 4
Fohlen wurde im Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose“ sogar ein erneuter
Konzentrationsanstieg nach 48 Stunden beobachtet. So betrugen die
Plasmakonzentrationen von GAMI-DEC im Abschnitt GAMI ohne RIF nach einer
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Stunde im Mittel 5,8 £ 2,3 ng/ml und nach 24 Stunden noch 2,7 £ 0,4 ng/ml. Die
minimale Plasmakonzentration lag bei 2,29 + 0,22 ng/ml. Bei 2 Fohlen konnte bereits
nach 48 Stunden kein GAMI-DEC mehr im Plasma nachgewiesen werden, nach 120
Stunden lag die Plasmakonzentration von GAMI-DEC nur noch bei einem Fohlen
oberhalb der Nachweisgrenze und nach 168 Stunden konnte der Metabolit bei keinem
Fohlen mehr nachgewiesen werden. Im Abschnitt GAMI mit RIF ,single dose® konnte
nach 24 Stunden im Mittel noch eine Konzentration von 4,9 £ 1,3 ng/ml nachgewiesen
werden, nach 48 Stunden lag die Plasmakonzentration bei allen Fohlen noch oberhalb
der Nachweisgrenze und betrug im Mittel 3,6 £ 0,6 ng/ml. Die minimale
Plasmakonzentration erhdhte sich signifikant auf 2,7 + 0,3 ng/ml. Im Abschnitt GAMI
mit RIF ,multiple dose” lag die minimale Plasmakonzentration mit 2,64 + 0,513 ng/ml
ebenfalls signifikant héher als im Abschnitt GAMI ohne RIF. Die Plasmakonzentration
von GAMI-DEC nach 24 Stunden lag mit 4,66 = 0,99 ng/ml (GAMI mit RIF ,multiple
dose®) deutlich Uber der korrespondierenden Konzentration im Abschnitt GAMI ohne
RIF, auBerdem konnte auch nach 168 Stunden noch bei allen Fohlen GAMI-DEC
nachgewiesen werden und die Konzentration lag im Mittel bei 2,41 + 0,28 ng/ml (siehe
Abbildung 7).

Entsprechend den unterschiedlichen Konzentrationsverlaufen zeigt auch die AUCo-168h
deutliche Unterschiede. So lag die Gesamtplasmamenge des Metaboliten Uber 168
Stunden im Abschnitt GAMI ohne RIF bei 183 + 97 ngxh/ml, im Abschnitt GAMI mit
RIF ,single dose® erhdhte sie sich signifikant auf 566 + 191 ngxh/ml und im Abschnitt
GAMI mit RIF “multiple dose® lag sie bei 626 + 103 ngxh/ml (siehe Abbildung 6).

Die terminale Halbwertszeit von GAMI-DEC veranderte sich nicht signifikant und
betrug zwischen 137 = 103 Stunden (GAMI ohne RIF) und 256 + 189 Stunden (GAMI

mit RIF ,single dose®).

In Tabelle 2 sind die pharmakokinetischen Parameter von GAMI-DEC
zusammengefasst fur die drei pharmakokinetischen Abschnitte im Vergleich

dargestellt.
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Abbildung 7: Konzentrations-Zeit-Kurven von Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC)
nach i.v.-Gabe von GAMI (6 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen fir die drei
Abschnitte GAMI ohne RIF, GAMI mit RIF ,single dose®, GAMI mit RIF ,multiple
dose®; RIF: Rifampicin; fir den Abschnitt GAMI ohne RIF endet die Darstellung
bereits zum Zeitpunkt 72 Stunden, da danach ein Grof3teil der Fohlen

Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze aufwiesen.
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Tabelle 2: Pharmakokinetische Parameter von Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC)
nach i.v.-Gabe von GAMI (6 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen (Mittelwert +

Standardabweichung).

GAMI ohne  GAMI mit RIF  GAMI mit RIF
RIF "single dose" "multiple dose"

AUCo-16sn  ngxh/ml 183 + 96.6 566 + 1912 626 + 1032

AUCo-4sn  ngxh/ml 137 + 33.7 219+ 3944 257 +59.72
Cmaxss ng/ml 129+ 11.2 10.8 £ 3.45 16.7 £ 9.55
Chminss ng/ml 229+0.217 2.65+0.311% 2.64+0.513¢2

Tmaxss h 0.498 + 0.020 1.64 + 3.64 5.85+14.9
T h 137 + 103 256 + 189 176 £ 110
kel 1/h 0.006 £ 0.002 0.004 +0.002 0.005 *0.003

MRT h 454 + 216 388 + 217 243 + 1402

a2 vs. GAMI ohne RIF
Friedman post hoc-Test; p <0,05

5.6.3 Pharmakokinetische Parameter von Rifampicin im Plasma

Sowohl nach der einmaligen oralen Gabe von RIF ohne GAMI als auch mit GAMI
konnten bereits nach 30 Minuten bei allen Fohlen Konzentrationen oberhalb der
Nachweisgrenze im Plasma ermittelt werden. Die Konzentration betrug zu dieser Zeit
im Mittel 1378 £ 1819 ng/ml (RIF ohne GAMI) bzw. 1645 *+ 1408 ng/ml (GAMI mit RIF
,Single dose®). Die maximale Plasmakonzentration wurde im Abschnitt RIF ohne GAMI
nach 7,5 = 4,9 Stunden erreicht und betrug 6992 + 3483 ng/ml. Im Abschnitt GAMI mit
RIF ,single dose® wurde die Cmax von 5127 + 2191 ng/ml nach 5,1 + 4,37 Stunden
erreicht. Im Vergleich dazu erreichte RIF im Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose*®
nach einer deutlich kirzeren Zeit von 4,21 + 3,55 Stunden die maximale
Plasmakonzentration. Diese lag mit 7496 + 2996 ng/ml ebenfalls deutlich Giber der Cmax

von GAMI mit RIF ,single dose®.

Nach RIF ,single dose“ sowohl ohne als auch mit GAMI konnten 48 Stunden nach RIF-
Gabe noch Plasmakonzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze ermittelt werden,

diese zeigten jedoch deutliche Unterschiede und lagen im Mittel bei 658 + 421 ng/mi
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(RIF ohne GAMI) bzw. 261 + 196 ng/ml (GAMI mit RIF ,single dose®). Fir den
Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose*“ konnten tber das gesamte Dosierungsintervall
Konzentrationen von RIF oberhalb der Nachweisgrenze gemessen werden. Die
minimale Plasmakonzentration fur diesen Abschnitt lag bei 1440 = 678 ng/ml (siehe
Abbildung 8).

Die Gesamtmenge an RIF im Plasma zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede, so
lag die AUCo- fir RIF ohne GAMI bei 162 + 93 pgxh/ml, fir GAMI mit RIF ,single
dose” sank sie signifikant auf 83 £ 30 pgxh/ml. Die AUCo-24nim Abschnitt GAMI mit RIF
»,multiple dose“ lag bei 108 + 36 pugxh/ml (siehe Abbildung 9).

Die Clearance von RIF ohne GAMI betrug 180 + 93 ml/min. In den Abschnitten GAMI
erhohte sich die Clearance signifikant auf 357 + 123 ml/min (GAMI mit RIF ,single
dose®) bzw. 329 £+ 105 ml/min (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

Die Halbwertszeit von RIF zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Verabreichungsprotokollen und betrug 10,6 + 1,6 Stunden (RIF ohne GAMI) bzw
8,9 + 2,0 Stunden (GAMI mit RIF ,single dose®).

Auch das Verhdaltnis von RIF zu seinem Metaboliten 25-O-RIF, angegeben als
metabolische Ratio, blieb wahrend der drei Verabreichungsprotokolle relativ gleich und
lag bei 3,1 =+ 1,3 % (RIF ohne GAMI), 2,6 = 0,9 % (GAMI mit RIF ,single dose®) und
2,8 + 1,2 % (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

Tabelle 3 zeigt die pharmakokinetischen Parameter von RIF zusammengefasst als
Mittelwert + Standardabweichung fur die drei pharmakokinetischen Abschnitte im

Vergleich.
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Abbildung 8: Konzentrations-Zeit-Kurven von Rifampicin (RIF) nach p.o.-Gabe
(10 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen fir die drei Abschnitte RIF ohne GAMI, GAMI
mit RIF ,single dose®, GAMI mit RIF ,multiple dose“; GAMI.: Gamithromycin; Die
Darstellung fur RIF ,multiple dose” mit GAMI endet zum Zeitpunkt 24 Stunden, da nach

dieser Zeit die erneute RIF-Gabe erfolgte.
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Abbildung 9: AUCo-24n) fur Rifampicin (RIF) und 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-
RIF) nach p.o.-Gabe von RIF (10 mg/kg) im Plasma von 10 Fohlen fir die drei
Abschnitte RIF ohne GAMI, GAMI mit RIF ,single dose®, GAMI mit RIF ,multiple
dose®; GAMI: Gamithromycin; * zeigt einen signifikanten Unterschied an vs. ,single
dose” ohne GAMI; t vs. ,single dose® mit GAMI (Friedmann post hoc-Test, p <0,05)
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Tabelle 3: Pharmakokinetische Parameter von Rifampicin (RIF) nach p.o.-Gabe

(10 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen (Mittelwert £+ Standardabweichung).

RIF "single RIF "multiple
dose" mit dose" mit
GAMI GAMI

AUC0-24n) pgxh/ml 162 + 93.0 83.0 £ 30.22 108 + 36.3°
Cmax (ss) ng/mi 6992 + 3483 5127 + 2191 7496 + 2996

RIF ohne
GAMI

Chin (ss) ng/mi - - 1440 + 678
Tmax (sS) h 7.50 £ 4.87 5.10 £ 4.37 4,21 +3.552
T h 10.6 £1.55 8.93+1.98 -
kel 1/h 0.067 £ 0.009 0.080 +0.013 -
MRT h 21.2 + 3.56 16.6 £2.752 26.9 + 13.1°
CL ml/min 180 + 92.8 357 + 1234 329 + 1052
Rmet % 3.09+1.33 2.60 £ 0.927 2.84+1.15

avs. RIF ohne GAMI
byvs. RIF "single dose" mit GAMI
Friedman post hoc-Test; p <0,05

5.6.4 Pharmakokinetische Parameter von 25-O-Desacetylrifampicin im Plasma
Nach der einmaligen oralen Gabe von RIF ohne GAMI konnte bereits 30 Minuten nach
Applikation bei funf Fohlen 25-O-RIF im Plasma nachgewiesen werden, die
Konzentration lag im Mittel bei 1,57 £ 2,08 ng/ml. Nach einer Stunde konnte bei neun
Fohlen 25-O-RIF nachgewiesen werden, bei einem Fohlen konnte erst nach 2 Stunden
eine Plasmakonzentration oberhalb der Nachweisgrenze ermittelt werden. Die
Anflutung bei GAMI mit RIF ,single dose” verlief etwas schneller. Bei sieben Fohlen
konnte bereits nach 30 Minuten 25-O-RIF nachgewiesen werden, bei allen Fohlen lag
die Konzentration nach einer Stunde oberhalb der Nachweisgrenze und im Mittel bei
13,28 + 9,75 ng/ml. Die maximale Plasmakonzentration fur 25-O-RIF betrug bei RIF
ohne GAMI 182 + 78 ng/ml und wurde nach 13,6 + 3,4 Stunden erreicht. Die Cmax im
Abschnitt GAMI mit RIF ,single dose” lag mit 113 + 56 ng/ml deutlich unterhalb der
Cmax des Abschnitts RIF ohne GAMI und wurde nach 11,2 + 2,5 Stunden erreicht. Im
Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose” wurde die maximale Plasmakonzentration von

181 + 80 ng/ml nach 7,20 £ 2,86 Stunden erreicht und damit nach einer signifikant
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kirzeren Zeit als im 1. und 3. Studienabschnitt. Nach einmaliger Gabe von RIF konnte
sowohl ohne als auch mit GAMI nach 48 Stunden noch 25-O-RIF bei allen Fohlen
nachgewiesen werden, auch hier zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede. So
betrug die Konzentration im Mittel 11,86 + 5,17 ng/ml bei RIF ohne GAMI und nur
3,19 £ 1,43 ng/ml bei GAMI mit RIF ,single dose®. Die minimale Plasmakonzentration
im Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose lag bei 25,3 £ 15,5 ng/ml (siehe Abbildung
10).

Wie bei der Muttersubstanz zeigte auch die AUC des Metaboliten signifikante
Unterschiede. So betrug die Gesamtplasmamenge extrapoliert bis unendlich (AUCo-«)
bei RIF ohne GAMI 3,97 = 1,61 pgxh/ml und sank auf 2,04 £ 0.99 pgxh/ml bei GAMI
mit RIF ,single dose“ bzw. auf eine AUCo-24n vOn 2,78 + 1,14 pgxh/ml bei GAMI mit
RIF ,multiple dose” (siehe Abbildung 9).

Die Halbwertszeit von 25-O-RIF nach einmaliger oraler Gabe von RIF ohne GAMI
betrug 8,03 + 1,16 Stunden, nach Gabe von GAMI mit RIF ,single dose”
7,03 + 0,74 Stunden.

Tabelle 4 zeigt die pharmakokinetischen Parameter von 25-O-RIF zusammengefasst

fur die drei pharmakokinetischen Abschnitte im Vergleich.
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Abbildung 10: Konzentrations-Zeit-Kurven von 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF)
nach p.o.-Gabe von RIF (10 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen fur die drei
Abschnitte RIF ohne GAMI, GAMI mit RIF ,single dose®, GAMI mit RIF ,multiple
dose®; Die Darstellung fur RIF ,multiple dose* mit GAMI endet zum Zeitpunkt 24

Stunden, da nach dieser Zeit die erneute RIF-Gabe erfolgte.
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Tabelle 4: Pharmakokinetischen Parameter von 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-
RIF) nach p.o.-Gabe von RIF (10 mg/kg) im Plasma von zehn Fohlen (Mittelwert +
Standardabweichung).

RIF "single RIF "multiple
dose" mit dose" mit
GAMI GAMI

AUCo-24n) pgxh/ml 397 +1.61 2.04+0.9892 2.78+1.14
Cmaxss)  ng/ml 182 + 78.4 113 +55.9 181 +79.5

RIF ohne
GAMI

Chmin (ss) ng/ml - - 25.3+ 155
Tmax (Ss) h 13.6 + 3.36 11.2 +2.54 7.20 + 2.862P
T h 8.03+1.16 7.03+0.742 -
kel 1/h 0.088 + 0.010 0.100 +0.010 -
MRT h 21.1+2.80 16.6 + 1.672 18.4 +4.81

avs. RIF ohne GAMI
bys. RIF "single dose" mit GAMI
Friedman post hoc-Test; p <0,05

5.7 Konzentration der Antibiotika in der PELF und in den BALC

5.7.1 Konzentration von Gamithromycin

Zum Zeitpunkt der ersten BAL, GAMI ohne RIF, wurde in der PELF eine Konzentration
von 6,20 £ 2,31 pg/ml und in den BALC von 248 + 150 pg/ml erreicht. Zum Zeitpunkt
der zweiten BAL lagen sowohl GAMI als auch RIF im steady state vor (GAMI mit RIF
,multiple dose®). Die Konzentration in der PELF lag bei 9,05 + 2,62 pg/ml und damit
deutlich tber den Werten von GAMI ohne RIF. Die Konzentration in den BALC war mit
289 * 135 pg/ml kaum veréandert (siehe Tabelle 5). Das Verhéltnis der BALC- zu PELF-
Konzentration (CsaLc/CreLr-Ratio) lag fur den Abschnitt GAMI ohne RIF bei 44 + 33,
fur den Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple dose” bei 33 + 13. Die korrespondierende
Plasmakonzentration von GAMI wéahrend der ersten BAL lag bei 60,2 £ 12,2 ng/ml. Die
Ratios von CgsaLc und CpeLr zu C24n liegen daher bei 4554 + 3220 und 110 + 52. Da die
Plasmakonzentration fir GAMI zum Zeitpunkt der zweiten BAL mit 142 + 49 ng/ml
deutlich tber der C2s4h des Abschnitts GAMI ohne RIF liegt, ist die CeaLc/C2sn-Ratio mit
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2283 + 1150 deutlich vermindert im Vergleich zur ersten BAL. Die CpeLr/C2sn-Ratio
liegt bei der zweiten BAL bei 76 + 44 (siehe Abbildung 11).

Tabelle 5: Verteilung von Gamithromycin (GAMI) nach i.v.-Gabe (6 mg/kg) in der
Lunge von zehn Fohlen, dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung der

jeweiligen Konzentration im Plasma, in der PELF und in den BALC

GAMI ohne GAMI mit RIF

RIF "multiple dose"
Caan ng/ml 60.2 £12.2 142 + 48.7
CrELF pg/mi 6.20 £ 2.31 9.05 + 2.62
CsaLc pg/mi 248 + 150 289 + 135
CpeLF/C24n - 110 +52.1 75.7 + 43.6
CsaLc/Caan - 4554 + 3220 2283 £ 1150
CgaLc/CPELF - 440 + 32.8 32.6+13.1

5.7.2 Konzentration von Gamithromycin-Declad

Der Metabolit GAMI-DEC konnte bei beiden BALSs nicht in der PELF nachgewiesen
werden. Er erreichte jedoch messbare Konzentrationen in den BALC, welche
signifikant GUber den korrespondierenden Plasmakonzentrationen lagen. Zum Zeitpunkt
der ersten BAL (GAMI ohne RIF) wurde in den BALC eine Konzentration von GAMI-
DEC von 15,9 £ 9,3 pg/ml bestimmt, bei der zweiten BAL unter GAMI mit RIF ,multiple
dose” betrug sie 20,6 £ 7,7 pug/ml (siehe Tabelle 6). Im Plasma wurden zu den
entsprechenden Zeitpunkten 2,67 = 0,44 ng/ml (1. BAL) bzw. 4,66 + 0,99 ng/ml (2.
BAL) gemessen. Die CgaLc/Casnh -Ratio lag damit bei 6394 + 4530 (GAMI ohne RIF)
bzw. 4831 + 2264 (GAMI mit RIF ,multiple dose") (siehe Abbildung 11).
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Tabelle 6: Verteilung von Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) nach i.v.-Gabe von
GAMI (6 mg/kg) in der Lunge von zehn Fohlen, dargestellt als Mittelwert +

Standardabweichung (MW + SD) der jeweiligen Konzentration im Plasma, in der

PELF und in den BALC

GAMI ohne GAMI mit RIF
RIF "multiple dose"
Caan ng/ml 2.67+0.440 4.66 +£0.999
CPELF ng/ml <LoQ <LoQ
CsaLc pg/mi 15.9+9.34 20.6 + 7.66
CreLr/C24n - - -
CsaLc/C24n - 6394 + 4530 4831 + 2264
CsaLc/CPELF - -

<LoQ: kleiner Limit of Quantifikation
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Abbildung 11: Ratios (CpeLr/Cc24n, CeaLc/CreLr; CeaLc/C24n) vOn Gamithromycin
(GAMI) und Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) nach i.v.Gabe von GAMI (6 mg/kg)
bei zehn Fohlen; Zu beachten ist, das GAMI-DEC in der PELF nicht nachweisbar war;
*vs. GAMI ohne RIF (Friedmann post hoc-Test, p <0,05)
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5.7.3 Konzentration von Rifampicin und 25-O-Rifampicin

RIF erreichte zum Zeitpunkt der zweiten BAL Konzentrationen in der PELF von
3422 £ 1292 ng/ml und den BALC von 5673 + 3249 ng/ml (siehe Tabelle 7). Daraus
ergibt sich eine CgaLc/CpeLr-Ratio von 1,63 + 0,60. Die korrespondierende
Plasmakonzentration fur RIF lag bei 2969 + 1131 ng/ml, woraus sich eine CpeLr/C24n-
Ratio von 1,23 + 0,48 und eine CgaLc/C2san-Ratio von 2,01 + 1,24 ergeben (siehe
Abbildung 12).

Der Metabolit 25-O-RIF erreichte in der PELF Konzentrationen von 42,6 = 18,6 ng/ml
und in den BALC Konzentrationen von 818 + 298 ng/ml (siehe Tabelle 7). Daraus
ergibt sich eine Csalc/Crelr-Ratio von 21,9 + 10,3. Die korrespondierende
Plasmakonzentration fur 25-O-RIF lag bei 56,6 + 19,7, woraus sich eine CpeLr/C24n-
Ratio von 0,016 + 0,007 und eine CsaLc/C24n-Ratio von 15,8 + 7,2 ergeben (siehe
Abbildung 12).
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Tabelle 7: Verteilung von Rifampicin (RIF) und 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF)
nach p.o.-Gabe von RIF (10 mg/kg) in der Lunge von zehn Fohlen, dargestellt als
Mittelwert + Standardabweichung (MW + SD) der jeweiligen Konzentration im
Plasma, in der PELF und in den BALC fur den Abschnitt GAMI mit RIF ,multiple

dose*.

RIF "multiple dose"

mit GAMI
Rifampicin
Caan ng/ml 2969 + 1131
CrELF ng/ml 3422 £ 1292
CeaLc ng/ml 5673 + 3249
CreLr/Ca4n - 1.23 +0.481
CsaLc/C2an - 201+1.24
CsaLc/CrELF - 1.63 £ 0.599
25-0O-Desacetylrifampicin
Caan ng/ml 56.6 £ 19.7
CPELF ng/ml 42.6 + 18.6
CsaLc ng/ml 818 + 298
CreLr/Ca4n - 0.016 + 0.007
CsaLc/Caan - 15.8+7.18
CsaLc/CPELF - 21.9+10.3
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25-0O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF) nach p.o-Gabe von RIF (10 mg/kg) bei zehn
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Diskussion

6 Diskussion

Ziel der Studie war es, den Einfluss von Rifampicin auf die Konzentration von
Gamithromycin nach Mehrfachgabe im Plasma und in der Lunge bei gesunden Fohlen
zu ermitteln und eine Aussage bezuglich der Wirksamkeit gegeniiber R. equi machen

zu koénnen.

6.1 Studientiere

Bei den Tieren der Studie handelte es sich um 10 Fohlen, welche alle unter denselben
Bedingungen auf einem Gestut gehalten und untersucht wurden. Sie sind alle
innerhalb von vier Wochen unter gleichen Bedingungen und zur gleichen Zeit im Jahr
geboren, so dass sie eine homogene Gruppe darstellen und die Ergebnisse der Fohlen

untereinander gut vergleichbar sind (siehe Tabelle 8 im Anhang).

Die Fohlen befanden sich alle im typischen Alter fiir eine R. equi-Erkrankung und sie
waren in Bezug auf Gewicht und Alter mit den Fohlen aus anderen Studien
vergleichbar (RANDOW 2015, BERLIN et al. 2016, PETERS et al. 2012, CASTRO et
al. 1986), so dass auch die Ergebnisse der Studien miteinander verglichen werden

konnen.

Funf Fohlen mussten wahrend der Studie mit verschiedenen zusatzlichen Wirkstoffen
behandelt werden. Die Behandlung war unumgénglich, um den Fohlen Schmerzen
oder Leiden zu ersparen. Es wurden bewusst Wirkstoffe genutzt, welche eine kurze
Halbwertszeit aufweisen und fur die kaum Wechselwirkungen mit anderen
Arzneistoffen bekannt sind. Nur die Behandlung des Fohlens mit
Fesselgelenksentziindung und die Gabe des Methylprednisolon fielen in einen
Blutentnahmezyklus, alle anderen Behandlungen konnten in Zeiten ohne
Blutentnahme durchgefuhrt werden. Die ermittelten pharmakokinetischen Werte der
behandelten Fohlen zeigten keine Auffélligkeiten im Vergleich mit den anderen

Studientieren (siehe Tabellen 14 bis 25 im Anhang).

6.1.1 Nebenwirkungen durch die Antibiotika und die Probenentnahmen
Bei drei Fohlen der Studie kam es zu selbstlimitierenden Durchféllen wahrend der

Studie. Fur Makrolide, insbesondere Erythromycin, ist bekannt, dass sie

67



Diskussion

motilitatssteigernd wirken und zu Durchféllen fihren kénnen (BROAD et al. 2012,
PEETER et al.1989). Ob die beobachteten Durchfalle in dieser Studie durch die
eingesetzten Antibiotika hervorgerufen wurden oder ob ein Infekt bei den Fohlen
vorlag, ist nicht sicher zu sagen. Jedoch waren die Durchfalle nicht mit einem
reduzierten Allgemeinbefinden assoziiert, so dass weder eine Behandlung noch eine
Unterbrechung der Studie notwendig waren. Die ermittelten pharmakokinetischen
Werte dieser Fohlen zeigen keine Aufféalligkeiten im Vergleich mit den anderen Fohlen,
insbesondere nicht bei den Konzentrationen von RIF, welches oral verabreicht wurde
(siehe Tabellen 20 bis 25 im Anhang).

Ein Fohlen (CRF-Nummer 11) zeigte Anzeichen einer systemischen
Unvertraglichkeitsreaktion unmittelbar nach der vierten i.v.-Injektion von Zactran®.
Dies war ein einmaliges Ereignis und wurde weder bei diesem Fohlen noch bei
anderen Tieren der Studie wieder beobachtet. Es kann sich entweder um eine direkte
Reaktion auf den Wirkstoff GAMI handeln oder, was wahrscheinlicher ist, um eine
Reaktion auf das Lésungsmittel welches in der Formulierung von Zactran® verwendet
wird. Fur die i.m.-Applikation ist bekannt, dass es zu starken lokalen Reaktionen
kommt (HILDEBRAND et al. 2015 a, b). Denkbar wére, dass ein Rest des Arzneistoffes
beim Entfernen der Braunile in paraventses Gewebe gelangt ist und zu der
beobachteten Reaktion gefiihrt hat. Durch die einmalige Gabe von Methylprednisolon
konnten die Symptome sehr schnell zum Abklingen gebracht werden. Die Autorin sieht
die Sicherheit des verwendeten Arzneimittels dadurch nicht beeintrachtigt. Die
ermittelten pharmakokinetischen Werte fur dieses Fohlen zeigten keine Auffalligkeiten

im Vergleich mit den anderen Fohlen.

Bei einem Fohlen (CRF-Nummer 11) wurde ein Thrombus in der V. jug. ext. wéhrend
der Studie diagnostiziert und musste behandelt werden. Dies ist eine héaufig
vorkommende Nebenwirkung durch die Irritation der Gefal3intima infolge des
Einbringens von Venenkathetern und den haufigen Blutentnahmen. Unbehandelt kann
der Thrombus zu einem vollstdndigen Verschluss der Vene und damit zu einer
Blutstauung in kranial davon gelegenen Bereichen fuhren. Dies wirde zu einer
betrachtlichen Wertminderung des Pferdes fiihren. Bei diesem Fohlen konnte durch

die Behandlung mit Heparin und Acetylsalicylsdure eine vollstandige Genesung
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erreicht werden. Im Vergleich mit den anderen Fohlen konnten auch hier keine

Auffalligkeiten bei den ermittelten pharmakokinetischen Werten beobachtet werden.

Die BAL stellt ein etabliertes Verfahren zur Gewinnung von Proben aus dem
Zielkompartiment Lunge dar. Fir den Eingriff ist eine Allgemeinanasthesie des
Fohlens notwendig, um Abwehrreaktionen zu vermeiden und das Verletzungsrisiko fur
Tier und Mensch zu minimieren (BLOCK et al. 2011). Durch die Verwendung von
standardisierten Narkoseprotokollen ist das Narkoserisiko sehr gering. Durch eine
hohe Rickgewinnung und ein insgesamt kleines instilliertes Volumen ist das in der
Lunge verbleibende Volumen von PBS sehr gering und wird vom Kérper ohne
Probleme resorbiert. Keines der Fohlen zeigte Nebenwirkungen durch die Narkose
oder durch die BAL selbst.

6.2 Methodische Betrachtungen zur BAL und zur Zelldifferenzierung

Mit einer mittleren Ruckgewinnung von 60 bzw. 58 % in beiden BALs, wurden
Qualitatsstandards erreicht, wie sie auch in der Humanmedizin angesetzt werden
(COSTABEL et al. 1985). Dies sichert eine gleichmalfiige und gute Verdinnung der
zuriickgewonnenen Proben und bewirkt so eine geringe Streuung der berechneten

Wirkstoffkonzentrationen.

Die Berechnung der PELF erfolgte nach der Methode von RENNARD et al. (1986), bei
welcher davon ausgegangen wird, dass Harnstoff frei im Korper diffundiert und somit
die Harnstoff-Konzentrationen im Plasma und in der PELF gleich sind. Bei den
wiederholten Spulvorgangen wahrend einer BAL kommt es zu einer Verdinnung der
PELF. Wirde die Spulflissigkeit langer in der Lunge verbleiben, kdme es zu einer
Zunahme der Harnstoff-Konzentration, was zu einer Uberschiatzung des Volumens der
PELF und damit zu einer Unterschéatzung der Arzneistoffkonzentration fuhren wirde.
Dieser Fehler wurde durch eine sofortige Rickaspiration des instillierten Volumens
und eine gleiche Anzahl an Spilvorgangen bei jedem Fohlen minimiert. Durch das

standardisierte Vorgehen sind die ermittelten Werte gut vergleichbar.

Im Rahmen der Aufbereitung der zuriickgewonnenen BALF wurde die erste Fraktion
verworfen, die restlichen Fraktionen wurden filtriert und vereint. Bei diesen Prozessen

entsteht ein gewisser Verlust an Zellen, was bei der Beurteilung der Gesamtzellzahl
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zu beachten ist. Da es sich aber auch hier um ein standardisiertes Vorgehen handelt,
sind die Werte der einzelnen Fohlen gut vergleichbar. Die ermittelten Zellzahlen liegen
etwas uber dem Referenzbereich fur adulte Pferde von 500-3000 Zellen/ul
Spulflissigkeit (FEY 2004). Es muss jedoch beachtet werden, dass es durch
methodische Unterschiede in der Durchfihrung der BAL (unterschiedliche Volumina
an instillierter Spulflussigkeit, unterschiedliche Anzahl an Spilvorgangen) und
Aufarbeitung der BALF (Filtration, Verdinnung) zu grof3en Schwankungen bei der
Zellzahl kommen kann. Des Weiteren ist bekannt, dass Alter, Jahreszeit und
Haltungsbedingungen zu Unterschieden in der Zellzahl fihren. So werden bei
jungeren Pferden, in der Herbst/Winter-Zeit und bei Stallhaltung héhere Zellzahlen
ermittelt als bei &lteren Pferden, in der Frihjahr/Sommer-Zeit bzw. bei Weidehaltung
(FEY 2004). Da die vorliegende Studie im September/Oktober an Fohlen in
Laufstallhaltung durchgefiihrt wurde und fur Fohlen eine hohere Zahl
bronchoalveolarer Zellen erwartet wird, sind die relativ hohen Zellzahlen in der
vorliegenden Untersuchung also erklarbar. Die ermittelte Zellzahl stellt die Grundlage

zur Berechnung der Arzneimittelkonzentration in der Zelle dar.

Bei der Zelldifferenzierung wurden tberwiegend Makrophagen identifiziert, allerdings
reichte die Zellzahl nicht aus, um eine valide Aussage Uber die Haufigkeit der
jeweiligen Zelltypen zu machen (<100 Zellen/Ausstrich). Bei gesunden Fohlen ist zu
erwarten, das Makrophagen 40 bis 75 % der Zellpopulation ausmachen, gefolgt von
Lymphozyten mit 30 bis 50 % (BLOCK et al. 2011). Neutrophile und eosinophile
Granulozyten sowie Mastzellen sollten weniger als 1 % der Zellpopulation ausmachen
(MAY et al. 2009). Damit kann die Unversehrtheit der unteren Atemwege zum
Zeitpunkt beider BALs vermutet werden. Auf3erdem kann davon ausgegangen werden,
dass es sich bei der tberwiegenden Zahl der gewonnenen Zellen um Makrophagen
und damit um die Zielzellen von R. equi handelt.

6.3 Konzentration von Cholesterol- und 14-B-Hydroxycholesterol

Die Ratio von Cholesterol zu seinem Metaboliten 4-B-Hydroxycholesterol dient als
Surrogat fur die durch RIF vermittelte PXR-Induktion (YANG 2010). Bei der
vorliegenden Studie kommt es nach wiederholter Gabe von RIF zu einem

kontinuierlichen Anstieg der metabolischen Ratio (0,94 vor RIF-Gabe vs. 1,7 nach
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mehrmaliger RIF-Gabe). Damit wurde gezeigt, dass es zu der erwarteten

Enzyminduktion durch die mehrfache Gabe von RIF kommt.

6.4 Pharmakokinetik der Antibiotika

Es handelte sich um eine kontrollierte ,single dose” und ,multiple dose“ Studie in vier
Abschnitten. Ein Abschnitt nach einmaliger RIF-Gabe ohne GAMI und ein Abschnitt
mit GAMI als Mehrfachgabe ohne RIF dienten als Vergleichsabschnitte. Im dritten und
vierten Abschnitt der Studie sollte der Einfluss von RIF nach einmaliger und nach
mehrfacher Gabe auf die Konzentration von GAMI im Plasma und in der Lunge gezeigt

werden.

Die Quantifizierung von GAMI, GAMI-DEC, RIF und 25-O-RIF im Plasma, in der BALF
und in den BALC erfolgte mittels Flissigkeitschromatografie mit nachgeschalteter
Tandemmassenspektroskopie. Diese Analysemethode stellt ein Verfahren mit sehr
hoher Sensitivitat und Spezifitdt dar. Es wurde auch zur Analyse in anderen Studien
genutzt (RANDOW 2015, PETERS et al. 2011), so dass die Ergebnisse miteinander

vergleichbar sind.

6.4.1 Gamithromycin im Plasma

In einer anderen Studie wurde GAMI einmalig i.v. an Fohlen appliziert und der
Konzentrationsverlauf im Plasma gemessen (RANDOW 2015). Im Vergleich zur
einmaligen Gabe (Cmax 2886 + 2445 ng/ml) liegt die Konzentration von GAMI nach
Mehrfachgabe (Cmax 5696 = 7704 ng/ml) etwas hoher, wie in der vorliegenden
Untersuchung beobachtet wurde. Die AUCo-168n Nnach Mehrfachgabe von GAMI wurde
mit 8037 = 2927 ngxh/ml ebenfalls etwas hoher ermittelt als nach i.v.-Einmalgabe von
GAMI (AUCo-168n 7284 = 2363 ngxh/ml) (RANDOW 2015). Erklarbar ist dies durch die
stattfindende = Kumulation des  Arzneimittels bei  Mehrfachgabe. Das
Dosierungsintervall ist idealerweise so gewahlt, dass noch eine Restkonzentration des
Arzneistoffes im Korper vorhanden ist, wodurch es zu einer Kumulation und somit zur
Erhohung der Wirkstoffkonzentration kommt. Nach etwa fiinf Gaben sollte sich ein
FlieBgleichgewicht eingestellt haben (sog. steady state), bei dem die
Wirkstoffkonzentration zwischen einer minimalen und einer maximalen Konzentration

oszilliert. Durch die sehr schnelle Umverteilung des GAMI vom Plasma in das
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Zielkompartiment Lunge, ist der steady state-Effekt im Plasma fur GAMI jedoch nicht
sehr stark ausgepragt und eher mit Blick auf die tiefen Kompartimente (z.B. die Lunge)

zu sehen.

Die Komedikation mit RIF fuhrt nicht, wie aufgrund der Daten zu anderen Makroliden
erwartet, zu einem Absinken der Konzentration von GAMI im Plasma und den BALC.
Im Gegenteil, es kommt unter RIF-Komedikation sogar zu einem Anstieg der GAMI-
AUC. Im direkten Vergleich zwischen der Gabe von GAMI ohne RIF und der Gabe von
GAMI mit RIF ,multiple dose“ fallt eine fast doppelt so hohe AUCo.16sh auf
(8037 + 2927 ng/ml vs. 15765 + 5668 ng/ml). Nach der Applikation von GAMI mit RIF
,Single dose* ist dieser Anstieg der Gesamtkonzentration ebenfalls zu verzeichnen, er
ist jedoch nicht signifikant. Da GAMI i.v. appliziert wurde, wurden Absorptionsprozesse
umgangen und die errechneten Konzentrationsmaxima unterscheiden sich nicht
signifikant. Vielmehr scheinen Interaktionen auf Ebene der Distribution und Elimination
statt zu finden, denn die GAMI-Konzentration innerhalb der untersuchten 168 Stunden
sinkt sowohl bei Gabe von GAMI mit RIF ,single dose“ als auch nach Gabe von GAMI
mit RIF ,multiple dose® langsamer und nicht so weit ab wie im Vergleich zur Gabe
GAMI ohne RIF. So wird bei der Gabe von GAMI mit RIF ,multiple dose“ eine fast
dreimal so hohe minimale Plasmakonzentration (8.21 + 2.89 ng/ml), wie im Vergleich
zur Gabe von GAMI ohne RIF (2.69 + 1.22 ng/ml) nachgewiesen. Bei der Gabe von
GAMI mit RIF ,single dose” ist die Cmin immerhin etwas erhoht (3.18 £ 1.09 ng/ml).
Auch die deutlich langere MRT und die um gut 35 % verminderte Clearance von
2167 = 801 ml/min bei der Verabreichung von GAMI ohne RIF zu 1400 = 525 ml/min
bei der Verabreichung von GAMI mit RIF ,multiple dose* sprechen fir eine Interaktion
im Rahmen der Elimination. Fir RIF ist bekannt, dass es die biliare Ausscheidung von
ko-applizierten Arzneistoffen durch Hemmung der Aufnahme in die Leberzelle
herabsetzen kann (KOENEN et al. 2011). In der Einleitung wurde bereits erwahnt,
dass die Hauptausscheidung von GAMI unmetabolisiert tUber die Galle erfolgt
(Fachinformation Zactran® MERIAL 2009). Eine Interaktion beider Arzneistoffe auf
dieser Ebene scheint daher sehr wahrscheinlich. Als Aufnahme-Transporter kommen
unter anderem Mitglieder der OATP-Familie in Frage. Diese sind u.a. in der

sinusoidalen Membran der Hepatozyten lokalisiert. Auch andere Makrolide wie z.B.

72



Diskussion

Azithromycin stellen Substrate der OATP’s dar (GARVER et al. 2008) und eine
Hemmung derselben durch RIF ist bekannt. Aufgrund der Aktualitat von GAMI wurde
das Interaktionspotential dieses Makrolids mit OATPs bisher noch nicht untersucht.
In vitro-Versuche sind nétig, um den GAMI-Transport Uber hepatische

Aufnahmetransporter wie OATPSs zu bestatigen.

6.4.2 Gamithromycin-Declad im Plasma

Entsprechend der bereits beschriebenen Kumulation bei Mehrfachgabe und aufgrund
der héheren Konzentration an Muttersubstanz, erreicht auch der Metabolit GAMI-DEC
hohere Plasmakonzentrationen nach Mehrfachgabe im Vergleich zur i.v.-Einmalgabe
(12,9 £ 11,2 ng/ml vs. 7,7 £ 1,5 ng/ml (RANDOW 2015)).

Da die Gesamtmenge an GAMI im Plasma tber 168 Stunden signifikant hoher ist unter
GAMI mit RIF ,multiple dose®, liegt auch eine hohere Gesamtmenge des Metaboliten
im Plasma vor. Analog zur Muttersubstanz ist fur den Metaboliten auRerdem ein
langsameres Absinken der Plasmakonzentration und eine signifikant h6here minimale
Plasmakonzentration bei Komedikation mit RIF zu beobachten. Wahrend bei der Gabe
von GAMI ohne RIF keine Aufkonzentrierung des Metaboliten erfolgt, sondern die
Werte trotz Mehrfachgabe von GAMI auf Werte unterhalb der Nachweisgrenze
absinken, ist eine Kumulation von GAMI-DEC bei der Gabe von GAMI mit RIF ,multiple
dose” zu beobachten. Dies korreliert mit der hbheren Menge an Muttersubstanz und

der erhohten metabolischen Ratio.

Betrachtet man die Cmax und die Tmax fr GAMI-DEC fir die verschiedenen Abschnitte,
sind deutliche Unterschiede zu erkennen, ohne dass diese signifikant sind. Bei
insgesamt vier Fohlen ist ein erneutes Ansteigen der Plasmakonzentration zum
Zeitpunkt 48 Stunden zu beobachten. Warum es zu diesem zweiten Anstieg kommt,
konnte nicht abschlieRend geklart werden, es lasst sich allerdings vermuten, dass der

Anstieg mit der wiederholten Gabe von RIF zusammenhangt.

Wie bereits fur Clarithromycin und Tulathromycin (PETERS et al 2012, VENNER et al.
2010) beschrieben, scheint RIF auch in den Metabolismus von GAMI einzugreifen und
somit die metabolische Ratio zu erhéhen. Wie bereits in der Einleitung beschrieben ist

RIF ein potenter PXR-Induktor und aktiviert dadurch viele Enzymsysteme des
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Fremdstoffmetabolismus (CHAI et al. 2013, CHEN et al. 2006). Da der Metabolit
jedoch nur einen sehr geringen Anteil ausmacht, steht dieser Effekt nicht im
Vordergrund. Auch hierzu wéaren weitere In vitro-Versuche notwendig, um
Erkenntnisse Uber die bei der Metabolisierung beteiligten Enzymsysteme zu gewinnen

und genauere Aussagen machen zu kénnen.

6.4.3 Rifampicin und 25-O-Rifampicin im Plasma

Die gemessenen Konzentrationen von RIF nach Einmalgabe ohne GAMI korrelieren
sehr gut mit den ermittelten Werten aus anderen Studien (CASTRO et al. 1986). Da
die Fohlen vom Alter her mit den Fohlen dieser Studie vergleichbar sind, kbnnen auch
die ermittelten Konzentrationen verglichen werden. In frGheren Studien wurde nach
etwa 4 Stunden eine maximale Plasmakonzentration von 6,7 pg/ml gemessen, bei der
vorliegenden Studie wurde die Cmax von 7,0 £ 3,5 pg/ml nach 7,5 + 4,9 Stunden
erreicht. Auch die Eliminationskonstanten sind mit 0,04/h (CASTRO et al. 1986) und
0,07/h sehr &hnlich (CASTRO et al. 1986).

Wie bereits fur GAMI beschrieben, kommt es bei Mehrfachgabe zu einer Kumulation
des Arzneistoffes im Korper. Zusatzlich kommt es zu niedrigeren
Plasmakonzentrationen im Falle von GAMI mit RIF ,single dose“ (Cmax 5127 + 2191
ng/ml) im Vergleich zur Gabe von GAMI mit RIF ,multiple dose” (Cmax 7496 +

2996 ng/ml) und zu einer signifikant kiirzeren Zeit bis zum Erreichen der Cmax.

Beim Vergleich der einzelnen Abschnitte konnte auch ein Einfluss von GAMI auf RIF
beobachtet werden. So senkt GAMI die AUCo-- von RIF um etwa die Halfte ab (RIF
ohne GAMI 162 + 93 ngxh/ml vs. GAMI mit RIF ,single dose“83 + 30 ngxh/ml).
Passend dazu steigt die Clearance bei Gabe von GAMI mit RIF ,single dose® fast um
das Doppelte auf 357 + 123 ml/min an, im Vergleich zur Gabe von RIF ohne GAMI
(180 = 93 ml/min).

Uber welchen Mechanismus GAMI die RIF-Konzentration beeinflusst, konnte nicht
geklart werden. Da sich die erreichten maximalen Plasmakonzentrationen jedoch nicht
signifikant unterscheiden, ist auch hier eine Interaktion auf Ebene der Distribution und
Elimination wahrscheinlich. Far Clarithromycin ist ebenfalls eine negative
Beeinflussung der RIF-Konzentration bekannt (PETERS et al. 2011, 2012). Bei der
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zeitgleichen Gabe von RIF und Clarithromycin werden signifikant niedrigere RIF-
Konzentrationen im Vergleich zur zeitversetzten Gabe gemessen. Auch hier konnte

die Interaktion bisher nicht abschlie3end geklart werden.

Die metabolische Ratio von RIF verandert sich zwischen den verschiedenen
Behandlungsschemata nicht signifikant. Deshalb korrelieren die Daten des
Metaboliten mit denen der Muttersubstanz. Entsprechend der geringeren Menge an
Muttersubstanz bei gleicher Metabolisierungsrate ist auch die Gesamtkonzentration
von 25-O-RIF im Plasma bei GAMI-Komedikation geringer.

6.4.4 Gamithromycin in der PELF und in den BALC

Bei Kalbern konnte nach einmaliger GAMI-Applikation s.c. bis zu 15 Tage lang eine
hohe Konzentration des Wirkstoffs in den BALC (GIGUERE et al. 2011 a), und eine
deutlich l&angere Halbwertszeit des GAMI in den BALC im Vergleich zum Plasma
nachgewiesen werden (BERGHAUS et al. 2011). Nach Mehrfachgabe, wie in der
vorliegenden Studie, ist daher im Lungenkompartiment mit einer Kumulation des GAMI
gegenuber der Einmalgabe zu rechnen. Dies erklart die deutlich héhere GAMI-
Konzentration in der Lunge nach Mehrfachgabe in der vorliegenden Studie im
Vergleich zu einer Studie bei der GAMI einmalig i.v. appliziert wurde (RANDOW 2015).
In Zahlen ausgedriickt bedeutet dies eine Erh6hung der GAMI-Konzentration in der
PELF um etwa das 6-fache (1046 £ 590 ng/ml vs. 6197 + 2310 ng/ml) und in den BALC
sogar um etwa das 8-fache (31 £ 9 pg/ml vs. 248 £+ 150 pg/ml) (RANDOW 2015). Um
eine genaue Aussage Uber den Konzentrationsverlauf in der Lunge machen zu
kénnen, hatten weitere BALs im Verlauf des Gabeintervalls durchgefiihrt werden

mussen.

Die Plasmakonzentration zum Zeitpunkt der zweiten BAL (GAMI mit RIF ,multiple
dose) ist mit 142 + 49 ng/ml gut doppelt so hoch wie zum Zeitpunkt der ersten BAL
(GAMI ohne RIF) mit 60 = 12 ng/ml. Ebenso ist die GAMI-Konzentration in der PELF
bei der zweiten BAL mit 9051 + 2615 ng/ml um etwa das 1,5-fache hoher als bei der
ersten BAL mit 6197 £ 2310 ng/ml. Die Konzentration in den BALC hat sich dagegen
kaum geéandert. Dies spricht dafir, dass die GAMI-Konzentration in der PELF und den

BALC nicht direkt proportional zur Plasmakonzentration verlauft. Da die BAL nur
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einmalig nach 24 Stunden durchgefihrt wurde, handelt es sich hier um eine
Momentaufnahme, die eine Beurteilung des dynamischen Umverteilungsprozesses

nur sehr eingeschréankt zulasst.

AuRR3erdem kénnten auch hier Transportproteine an der Blut-Lungen-Grenze an den
Umverteilungsprozessen beteiligt sein. Wie in der Leber, kommen Aufnahme-
Transporter der OATP-Familie auch in der Lunge vor und kénnen von RIF gehemmt
werden (KONIG 2013). Um eine genauere Aussage beziglich des
Konzentrationsverlaufs und der eventuell beteiligten aktiven und passiven
Distributionsprozesse machen zu koénnen, waren weitere BALs im Gabeintervall,
insbesondere zum Zeitpunkt Cmin, N6tig. Auch In vitro-Versuche zum Transport von

GAMI in equinen BALC wurden hier weitere Erkenntnisse bringen.

6.4.5 Gamithromycin-Declad in der PELF und in den BALC

Die Konzentration des Metaboliten GAMI-DEC korreliert mit der Konzentration der
Muttersubstanz, so ist die Plasmakonzentration von GAMI-DEC zum Zeitpunkt der
zweiten BAL mit 4,66 £ 0.99 ng/ml etwas hoher als zum Zeitpunkt der ersten BAL mit
2.67 = 0.44 ng/ml. Dieser Anstieg ist jedoch nicht signifikant und auch die
Konzentration in den BALC verdndert sich nicht nennenswert. Die Konzentrationen
von GAMI-DEC im Plasma und in den BALC liegen im Bereich der Nachweisgrenze
von 2 ng/ml. Eventuell liegt darin auch begriindet, dass GAMI-DEC nicht in der PELF
nachweisbar war. Die PELF wird durch die Spulflissigkeit stark verdinnt, wenn die
GAMI-DEC-Konzentration nur knapp tUber dem Detektionslimit lag, kbnnte sie durch

die Verdiinnung unter die Nachweisgrenze gerutscht sein.

6.4.6 Rifampicin und 25-O-Rifampicin in der PELF und in den BALC

Die Konzentration von RIF in der PELF und in den BALC lag mit 3422 + 1292 ng/ml
und 5673 *= 3249 ng/ml Uber der korrespondierenden Plasmakonzentration von
2969 + 1131 ng/ml. Es findet also auch fir diese Substanz eine leichte Akkumulation
im Kompartiment Lunge statt, wenn auch nicht so stark wie bei GAMI. Fur den
Menschen ist fir RIF ebenfalls eine Akkumulation in den Geweben Leber, Gallenblase,
Galle, Lunge und Liquor bekannt (Fachinformation Eremfat® Filmtabletten FATOL
1997). Fur den Metaboliten 25-O-RIF ist in der vorliegenden Studie die Akkumulation
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in den BALC sogar noch starker, so dass die Konzentration in den BALC mit 818 +
298 ng/ml etwa 14-fach tber der Casnvon 56.6 £ 19.7 ng/ml lag. Dies ist besonders
interessant, da fir den Metaboliten gegentber Mykobakterien eine antibakterielle
Wirkung bekannt ist und somit gegenuber anderen Erregern eine antibakterielle
Wirkung vermutet werden kann (Fachinformation Eremfat® Filmtabletten FATOL
1997). Die Akkumulation von 25-O-RIF in den BALC kdnnte dabei nicht nur durch eine
verstarkte Distribution des Stoffes hervorgerufen sein, eine Metabolisierung von RIF
in den BALC ist ebenso denkbar. Um eine bessere Aussage bezlglich des
Konzentrationsverlaufs in der Lunge machen zu kénnen, ware eine weitere BAL zum

Ende des Gabeintervalls interessant.

6.5 Betrachtung der Ergebnisse vor dem Hintergrund der Wirksamkeit
gegeniber R. equi

Fur GAMI wurde in vitro eine MHKgo von 1 pg/ml gegenlber R. equi festgestellt

(BERGHAUS et al. 2011). Diese Konzentration wird im Plasma nur wahrend einer sehr

kurzen Zeit erreicht und bereits 24 Stunden nach GAMI-Gabe deutlich unterschritten.

Durch die starke Akkumulation in der PELF und den BALC wird 24 Stunden nach
GAMI-Gabe die MHKgo in diesen Kompartimenten jedoch um ein Vielfaches, genauer
um das 6- bis 9-fache (1. BAL CpeLr 6.20 + 2.31 pg/ml; 2. BAL Cperr 9.05 £ 2.62 pg/ml)
bzw. 250 bis 290-fache (1. BAL CgaLc 248 + 150 pg/ml; 2. BAL CgaLc 289 + 135 pg/ml)
Uberschritten. Da es sich bei R. equi um einen fakultativ intrazellularen Erreger
handelt, kann vermutet werden, dass die Wirksamkeit gegeben ist. Nach s.c.-Gabe
von GAMI bei Kélbern konnten bis zu 7 Tage lang Konzentrationen in den BALC
nachgewiesen werden, die Uber der MHKgo gegeniber R. equi lagen (BERGHAUS et
al. 2011). Um dies auch nach i.v.-Gabe zu bestatigen, waren weitere BALs im Verlauf
eines Dosierungsintervalls, insbesondere direkt vor der erneuten Gabe, notig.
Weiterhin ungeklart bleibt, ob die hohe Anreicherung in der Lunge auch bei kranken
Tieren stattfindet. Makrolide reichern sich u.a. Uber das Prinzip des ion trappings in
den Zellen bzw. sauren Kompartimenten (Lysosom und Phagolysosom) an (MC
DONALD et al. 1991). R. equi verhindert in Makrophagen die Anséuerung des
Lysosoms und die Vereinigung zwischen Lysosom und Phagosom (ZINK et al. 1987,
HONDALUS et al. 1994, FERNANDEZ-MORA et al. 2005, VON BARGEN et al. 2009).
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Daher konnte vermutet werden, dass die Anreicherung bei einer R. equi-Erkrankung
geringer ausfallt. Um dies zu bestatigen, waren entsprechende Untersuchungen an

infizierten Tieren oder in vitro an infizierten Makrophagen notwendig.

Fur RIF wird eine MHKgo von <0,5 pg/ml gegentber R. equi zugrunde gelegt
(GIGUERE et al. 2012). Diese Konzentration wird auch bei Komedikation von GAMI
deutlich Uberschritten. So lagen die minimalen Plasmakonzentrationen mit
1,4+0,7ug/m um das 3-fache hoher, die Konzentrationen in der PELF
(3,4+1,3pg/ml) und in den BALC (5,7 = 3,2 pug/ml) zum Zeitpunkt der BAL
Uberschritten die MHKgo um das 7- bzw. um das 11-fache. Die Wirksamkeit von RIF

gegenlber R. equi scheint damit in allen Kompartimenten gegeben zu sein.

6.6 Schlussfolgerungen

Die beiden eingesetzten Antibiotika GAMI und RIF reichern sich am Wirkort, dem
Lungenkompartiment der Fohlen, an. Entgegen der Erwartungen beeinflusst RIF die
GAMI-Konzentration nicht negativ, sondern fuhrt im Gegenteil sogar zu einer
Erhohung der AUC. Da nur zu einem Zeitpunkt, nach 24 Stunden, eine BAL
durchgefuhrt wurde, lasst sich keine Aussage uber den Konzentrationsverlauf von
GAMI und RIF in der Lunge machen. Bei einer Substanz wie GAMI, die sich sehr
schnell mit einem sehr hohen Verteilungsvolumen im Gewebe anreichert, ware eine
Bestimmung der Konzentration in der PELF und den BALC uber das gesamte
Gabeintervall (z.B. alle 48 Stunden) wiinschenswert.

Des Weiteren ware es anzustreben, In vitro-Versuche durchzufihren, um die am
GAMI-Transport beteiligten Aufnahme- und Efflux-Transporter zu ermitteln. Auch um
den Mechanismus des Einflusses von GAMI auf RIF besser verstehen zu kénnen, sind
In vitro-Versuche notwendig, bei denen der Transport beider Arzneistoffe in die Zelle

nach einfacher und simultaner Verabreichung betrachtet wird.

Bei der i.v.-Applikation von GAMI traten bei den Fohlen keine bzw. nur leichte
Nebenwirkungen auf. Aus diesem Grund gilt diese Form der Applikation als sicher und
gut vertraglich (HILDEBRAND et al. 2015 b, RANDOW 2015).

78



Diskussion

Beide Antibiotika erreichen 24 Stunden nach Gabe Konzentrationen in der PELF und
den BALC, welche deutlich Uber der jeweiligen MHKgo von R. equi liegen, so dass

pharmakologisch von einer ausreichenden Wirksamkeit ausgegangen werden kann.

Die Kombination von RIF und GAMI stellt damit aus pharmakokinetischer Sicht eine

wirksame Alternative zu den bisher gebrauchlichen Makroliden dar.
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7 Zusammenfassung
Sandra Wallstabe: Einfluss von Rifampicin auf die Konzentration von
Gamithromycin im Plasma und in der Lunge von gesunden

Fohlen

Rifampicin (RIF) wird in Kombination mit Makroliden zur Therapie von durch
Rhodococcus equi (R. equi) bedingten Erkrankungen beim Fohlen eingesetzt. Da es
sich bei R. equi um einen intrazellularen Erreger handelt, ist es fur den
Behandlungserfolg entscheidend, dass sich die eingesetzten Antibiotika im
Lungengewebe und vor allem in den dortigen Zellen anreichern. Diese Eigenschatft ist
sowohl fur RIF als auch fir Makrolide bekannt. RIF ist zudem ein potenter Induktor von
Enzymsystemen und Inhibitor von Transportproteinen (z.B. OATPSs), wodurch es zu
Arzneimittelinteraktionen kommen kann und mit Blick auf die Makrolide zu einem
Absinken der Wirkstoffkonzentration und Bioverfugbarkeit. In der vorliegenden Arbeit,
wurde der Einfluss von Rifampicin auf die Konzentration des Azalid-Antibiotikums

Gamithromycin (GAMI) im Plasma und in der Lunge bei Fohlen untersucht.

Es wurde eine kontrollierte ,single dose” und ,multiple dose” Studie an 12 gesunden
Warmblutfohlen (Alter 6 bis 10 Wochen) durchgefuhrt. Im ersten Abschnitt der Studie
wurde den Fohlen einmalig RIF (10 mg/kg, p.o.) verabreicht (RIF ohne GAMI). Im
zweiten Abschnitt der Studie erhielten die Fohlen Uber drei Wochen einmal
wochentlich GAMI (6 mg/kg, i.v.) (GAMI ohne RIF). Am ersten Tag des dritten
Abschnitts wurde den Fohlen sowohl RIF (10 mg/kg, p.o.) als auch GAMI (6 mg/kg,
i.v.) verabreicht (GAMI mit RIF ,single dose®). Darauf folgte an Tag drei bis sieben
zusatzlich die orale Gabe von 10 mg/kg RIF. Im letzten Abschnitt der Studie erhielten
die Fohlen Uber drei Wochen taglich RIF (10 mg/kg, p.o.) und einmal wdchentlich
GAMI (6 mg/kg, i.v.). Die Entnahme von Blutproben erfolgte zu festgesetzten
Zeitpunkten vor und nach der ersten RIF-Gabe sowie vor und nach der dritten, vierten
und sechsten GAMI-Injektion. Zusatzlich wurde 24 Stunden nach der dritten und

sechsten GAMI-Injektion eine bronchoalveolére Lavage (BAL) durchgefihrt.
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Zusammenfassung

Die Konzentrationsbestimmung von RIF und GAMI sowie deren Hauptmetaboliten
25-O-Rifampicin (25-O-RIF) und Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) erfolgte im
Plasma, in der pulmonary epithelial lining fluid (PELF) und in den bronchoalveolaren
Zellen (BALC) mittels einer validierten LC-MS/MS-Methode (Hochleistungs-

Flussigkeits-Chromatografie mit nachgeschalteter Tandemmassenspektroskopie).

Sowohl RIF als auch GAMI reicherten sich nach einmaliger und nach mehrfacher Gabe
im Kompartiment Lunge an. Entgegen unserer Hypothese hatte RIF keinen negativen
Einfluss auf die GAMI-Konzentration im Plasma, vielmehr wurde ein Anstieg der AUC
beobachtet. So stieg fur GAMI die AUCo-16sn um fast das doppelte von
8037 £ 2927 ngxh/ml (GAMI ohne RIF) auf 15765 + 5668 ngxh/ml an (GAMI mit RIF
~-multiple dose®). Erreicht wurde dies unter anderem durch ein deutlich langsameres
Absinken der Plasmakonzentration (Cmin GAMI ohne RIF 2,69 + 1,22 ng/ml vs. Cmin
GAMI mit RIF ,multiple dose* 8,21 + 2,89 ng/ml) und eine verminderte Clearance
(2167 = 801 ml/min GAMI ohne RIF vs. 1400 £ 525 mil/min GAMI mit RIF ,multiple
dose®). Neben der bekannten induktiven Wirkung von RIF auf metabolische Enzyme,
scheint eine direkte Interaktion zwischen GAMI und RIF auf Ebene von
Transportmechanismen in der Leber die Veranderungen in der GAMI-Pharmakokinetik

zu verursachen.

Auf die Konzentration von GAMI in den BALC, 24 Stunden nach GAMI-Applikation,
hatte RIF keinen Einfluss. Sie lag mit 248 + 150 pg/ml (GAMI ohne RIF) bzw.
289 * 135 pg/ml (GAMI mit RIF ,multiple dose®) deutlich Uber der MHKgo von 1 pg/ml
gegeniber R. equi.

Die AUC von RIF sinkt von 162 + 93 pgxh/ml (RIF ohne GAMI) auf 83 = 30 pgxh/ml
(GAMI mit RIF ,single dose®). Zum Zeitpunkt der BAL (24 Stunden nach
Medikamentengabe) konnten dennoch sowohl im Plasma, als auch in der PELF und
in den BALC Konzentrationen deutlich tber der MHKgo von <0,5 pug/ml gegeniber R.

egui nachgewiesen werden.

Die Kombination von RIF und GAMI kann damit aus pharmakokinetischer Sicht zur

Behandlung der R. equi-Pneumonie des Fohlens empfohlen werden.

81



Summary

8 Summary

Sandra Wallstabe: Influence of rifampin on the concentration of gamithromycin

in plasma and in the lung in healthy foals

Rifampicin (RIF) is frequently used in combination with a macrolid for the treatment of
Rhodococcus equi- (R. equi) infections in foals. Because R. equi is known as an
intracellular pathogen, it is required that the choice is made to use antibiotics
accumulating in lung tissue and especially in the alveolar macrophages. This
characteristic is given for RIF and macrolids. However, RIF is a potent inducer of
xenobiotic metabolism and transport, resulting in decreased bioavailability of
coadministered drugs including several macrolide antibiotics. The present study was
performed, to determine the pharmacokinetic interaction between RIF and the azalid-

antibiotic gamithromycin (GAMI) in foals.

The study was performed as a controlled “single-dose” and “multiple-dose” study,
including twelve healthy warmblood foals (age 6-10 weeks). In the 15t part of the study
the plasma concentration of RIF after a single oral dose (10 mg/kg) was measured.
The 2" part of the study included repeated intravenous (i.v.) applications of
gamithromyicn (GAMI, 6 mg/kg) once a week over a period of 3 weeks with subsequent
blood sampling and a bronchoalveolar lavage (BAL) 24 hours after the third GAMI-
application. On the first day of the 3" part of the study GAMI (6 mg/kg, i.v.) and RIF
(10 mg/kg, p.o.) were administered together, followed by a blood sampling (kinetic:
GAMI with RIF “single dose”). Afterwards, from the third to the seventh day of this 3™
part, 10 mg/kg RIF (p.0.) was administered daily. The 4™ and final part of the study
lasts about 3 weeks and comprised the daily (RIF 10 mg/kg, p.o.) and once weekly
(GAMI 6 mg/kg, i.v.) repeated dose administration of the antibiotics (GAMI with RIF
“‘multiple dose”) with subsequent blood sampling and a BAL 24 hours after the sixth
GAMI-administration.

The concentrations of GAMI and RIF, as well as of their main metabolites
gamithromycin-declad (GAMI-DEC) and 25-O-desacetylrifampicin (25-O-RIF) were
determined in plasma, pulmonary epithelial lining fluid (PELF) and bronchoalveolar
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cells (BALC) via LC-MS/MS (high performance liquid chromatography with double

mass spectroscopy).

GAMI and RIF reached high concentrations in lung tissue after “single dose” and also
after “multiple dose” application. Against the hypothesis that RIF will reduce the
concentration of GAMI, an increased GAMI-concentration was measured in plasma.
The AUCo-168n of GAMI increased from 8037 + 2927 ngxh/ml (GAMI without RIF) to
15765 £ 5668 ngxh/ml (GAMI with RIF “multiple dose”). Presumably this is caused by
a slower reduction of the plasma-concentration (Cmin GAMI without RIF
2,69 + 1,22 ng/ml vs. Cmin GAMI with RIF “multiple dose” 8,21 + 2,89 ng/ml) and
reduced clearance of GAMI (2167 += 801 mil/min GAMI without RIF vs.
1400 + 525 ml/min GAMI with RIF “multiple dose”). A possible explanation for these
findings, besides the known inductive effects of RIF on metabolic enzymes, could be

a direct transporter interaction between RIF and GAMI in the liver.

In the pulmonary compartment, RIF has no influence on the concentration of GAMI in
bronchoalveolar cells (BALC) 24 hours after application. The concentration was with
248 = 150 pg/ml (GAMI without RIF) and 289 + 135 pg/ml (GAMI with RIF “multiple
dose”) high above the MICgo of 1 ug/ml against R. equi.

The AUCo-~ of RIF decreased from 162 = 93 ugxh/ml (RIF without GAMI) to
83 £ 30 pugxh/ml (GAMI with RIF “single dose”). Nevertheless, the accumulation of RIF
at the site of action, in lung tissue/BALCs, is still high. At the time of the BAL (24 hours
after RIF-administration), the concentrations in plasma, PELF and also BALC were
high above the MICgo of <0,5 pug/ml for R. equi.

In summary, from a pharmacokinetic point of view, the combination of the antibiotics
GAMI and RIF seems to be a good alternative for the treatment of R. equi-infection in

foals.
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Anhang

10 Anhang

Tabelle 8: Geschlecht, Alter und Gewicht der zw6lf Studienfohlen zu Studienbeginn

(CRF-Nummer 1 und 7 schieden im Verlauf der Studie aus).

Fohlen-

Alter Gewicht
NSrEr';er Geschlecht (Wochen)* (kg)*
1 w 7,5 132
2 w 9 152
3 w 6,5 136
4 w 7 122
5 m 7 110
6 m 6 100
7 w 9 150
8 w 9 177
9 m 7 147
10 w 8 150
11 m 8 147
12 m 8,5 140

CRF: Case Record Form
* zu Beginn der Studie
w: weiblich

m: mannlich
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Anhang

Datum

T

Lunge 0.b.B. 0
verscharft 0
rasseln 2
giemen 2

Trachea 0.b.B. 0
rasseln 2

Nasenausfluss ohne 0
serds 1
seromukés 1
purulent 2

Lymphknoten 0.b.B. 0
vergrofRert 1

Husten ohne 0
ausldsbar 1
spontan 2

Leukos

Sono

Abbildung 13: Untersuchungsbogen Teil 1, fur die wochentliche Untersuchung der

Studienfohlen.
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Anhang

Untersuchung der Atemwege beim Fohlen

Datum: 200__
AF: /min >80 (1) PF /min T : °C
Nasenausfluf nein _J seros [J(1) seromukés ) purulent [](2)
Punkte
Hustenauslésung: nicht ausldsbar [](0) mehrfach [J(1) spontaner Husten [[](2) D
Lnn. mand. : obB. vergroBert [ (1)
Ruhedyspnoe: nein O Einsinken der Interkostalrdume 3 Punkte
Nusternbldhen O®
Lungenauskultation: in Ruhe Punkte
vesikular: [Jo) Rasseln @
verscharft vesikular — [J(0)  Knistern Cl@
Giemen O
Tracheaauskultation: obB d Rasseln M@
Endoskople:  Trachea 0bB(] Retung  [] (0) (1).0).(2) (2 Punkte
Zubidung () 11213]4al5 [
Sekretmenge:
Sekret-Viskositat: Punkte
Carina tracheae obB[J(0) Befund )
Punkte

¥ Ergebnis Punkte ~ 0-1:gesund  2-3: geringgradig 4 - 5:mittelgradig > 5 hochgradig D

AF: Atemfrequenz

PF: Pulsfrequenz

T: rektale Kdrpertemperatur

Lnn. mand.. Mandibularlymphknoten
obB: ohne besonderen Befund

Abbildung 14: Untersuchungsbogen Teil 2, fur die wochentliche Untersuchung der

Studienfohlen.
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Anhang

Ultraschalluntersuchung der Lunge

Stutennummer Datum Stall / Weide
15. 14. 13. 12. 11. 10. 9. 8. 7. 6. 5. 4. 3.
A
B
C
\\

rechts
3. 4 5 6. 7. 8 9 10. 11. 12. 13 4. 15
A
B
C
//
_/
links

Allgemeinzustand: c obB o

Abbildung 15: Untersuchungsbogen fiir die wdchentliche ultrasonografische
Untersuchung der Lunge.
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Anhang

Tabelle 9: Volumina der zurlickgewonnenen bronchoalveoléaren Lavageflissigkeit
(BALF) von zehn Studienfohlen wéhrend der ersten (GAMI ohne RIF) und zweiten
BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

1. BAL 2. BAL
Volumen Volumen
Fohlen-CRF- Gesamtvolumen abziglich der Gesamtvolumen abzlglich der
Nummer in ml 1. Fraktion in in ml 1. Fraktion in
mi mi
2 224 189 228 208
3 231 196 257 223
4 226 196 196 166
5 146 126 224 193
6 276 238 197 172
8 240 208 246 208
9 250 220 262 228
10 246 216 233 201
11 276 240 222 200
12 273 248 250 221
MW 238,80 207,70 231,50 202,00
+SD 38,26 35,13 22,96 20,63

Rickgewinnung

in % (MW+SD) 59,7+9,56 51,93+8,78 57,88+5,74 50,50+5,16

CRF: Case Record Form
MW: Mittelwert
SD: Standardabweichung
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Anhang

Tabelle 10: Zellzahl in der zuriickgewonnenen bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
(BALF) von zehn Studienfohlen wéhrend der ersten (GAMI ohne RIF) und zweiten

BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

Zellzahl Zellzahl

FOS{?Q}ESF' 1. BAL 2. BAL
(Zellen/ml)  (Zellen/ml)
2 9,51E+07 1,11E+07
3 3,66E+06 5,18E+06
4 1,10E+07 1,28E+07
5 2,82E+06 7,05E+06
6 2,54E+06 3,90E+06
8 1,28E+07 8,73E+06
9 1,09E+07 9,60E+06
10 3,15E+06 6,40E+06
11 4, 52E+06 1,95E+06
12 5,70E+07 8,66E+06
MW 2,03E+07 7,54E+06
+SD 3,09E+07 3,31E+06

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
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Anhang

Tabelle 11: Harnstoffkonzentration im Plasma und im Uberstand der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF) der zehn Studienfohlen wahrend der
ersten (GAMI ohne RIF) und zweiten BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

1. BAL 2. BAL

Fohlen- Harnstoff Harnstoff Harnstoff Harnstoff
CRF- Plasma BALF Plasma BALF

Nummer  mmol/l mmol/| mmol/| mmol/I
2 2,72 0,36 3,70 0,26
3 2,89 0,16 3,46 0,11
4 3,26 0,18 3,45 0,16
5 2,39 0,13 2,61 0,11
6 2,41 0,10 3,48 0,14
8 2,17 0,16 2,80 0,10
9 2,44 0,13 2,89 0,12
10 2,97 0,10 3,46 0,13
11 2,80 0,09 4,00 0,09
12 2,19 0,11 2,82 0,10

MW 2,62 0,15 3,27 0,13
+SD 0,36 0,08 0,46 0,05

CRF: Case Record Form
MW: Mittelwert
SD: Standardabweichung
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Tabelle 12: PELF-Volumina der zehn Studienfohlen fir die erste (GAMI ohne RIF)
und zweite BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

1. BAL 2. BAL

Fohlen- Volumen Volumen
CRF- PELF in PELF in

Nummer ml ml
2 24,67 14,79
3 11,06 6,96
4 10,64 7,75
5 7,01 7,91
6 10,17 6,82
8 15,62 7,35
9 11,99 9,83
10 7,49 7,61
11 7,97 4,25
12 12,23 7,92

MW 11,89 8,12
+SD 5,18 2,72

CRF: Case Record Form
MW: Mittelwert
SD: Standardabweichung
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Tabelle 13: Konzentration von Cholesterol (CHOL) und 4-B-Hydroxycholesterol (4-CHOL) im Plasma von zehn Fohlen zu funf

verschiedenen Zeitpunkten wahrend dem Studienverlauf, h: Stunde

Fohlen- RIF ohne GAMI GAMI mit RIF "single dose" GAMI mit RIF "multiple dose"
CRF- Oh Oh 48 h 168 h Oh

Nummer CHOL 4-CHOL Ratio CHOL 4-CHOL Ratio CHOL 4-CHOL Ratio CHOL 4-CHOL Ratio CHOL 4-CHOL Ratio

2 1,99E+06 254 1,28 | 3,46E+06 305 0,88 | 3,24E+06 398 1,23 | 2,71E+06 317 1,17 | 2,06E+06 263 1,28

3 3,09E+06 278 0,90 | 7,39E+06 242 0,33 | 1,88E+06 245 1,30 | 5,78E+05 359 6,21 | 2,75E+06 330 1,20

4 2,11E+06 190 0,90 | 4,64E+06 174 0,38 | 2,41E+06 249 1,03 | 2,25E+06 283 1,26 | 2,15E+06 316 1,47

5 1,90E+06 201 1,06 | 2,36E+06 247 1,05 | 1,00E+07 375 0,38 | 1,55E+06 166 1,07 | 2,32E+06 488 2,10

6 2,59E+06 189 0,73 | 5,20E+06 286 0,55 | 3,40E+06 443 1,30 | 1,66E+06 281 1,69 | 1,70E+06 420 2,47

8 2,82E+06 269 0,95 | 3,04E+06 244 0,80 | 9,22E+06 221 0,24 | 1,41E+06 226 1,60 | 2,38E+06 434 1,82

9 2,49E+06 182 0,73 | 2,97E+06 199 0,67 | 3,26E+06 233 0,71 | 2,82E+06 196 0,70 | 1,49E+06 270 1,81

10 2,03E+06 228 1,12 | 2,63E+06 284 1,08 | 2,14E+06 376 1,76 | 1,50E+06 284 1,89 | 2,74E+06 445 1,62

11 2,88E+06 197 0,68 | 6,84E+05 243 3,55 | 2,68E+06 262 0,98 | 2,69E+06 304 1,13 | 1,86E+06 292 1,57

12 2,74E+06 290 1,06 | 1,19E+06 184 1,55 | 2,85E+06 346 1,21 | 1,23E+06 281 2,28 | 1,53E+06 273 1,78

MW 2,46E+06 227,8 0,94 3,36E+06 240,8 1,08 4,11E+06 314,8 1,01 1,84E+06 269,7 1,90 2,10E+06 353,1 1,71@

CRF: case record form
MW: Mittelwert

avs. RIF ohne GAMI (t-Test)
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Tabelle 14: Konzentration von Gamithromycin (GAMI) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wéahrend des zweiten Abschnitts

(GAMI ohne RIF); zum Zeitpunkt 0,05 h fand keine Blutentnahme statt, dieser Wert wurde mittels Extrapolation berechnet.

Fohlen-CRF-
Nummer
Zeitpunkt der
Blutentnahme in 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
h
0 3,67 2,72 52,40 8,77 2,87 11,40 1,56 1,40 1,60 3,78 9,02 15,60
0,05 14918,76 787,561  3535,27 24096,57 1905,93 1048,00 1164,96 2071,90 2252,00 5177,99 | 5695,89 7704,00
0,5 2550,00 669,00 1400,00 6840,00 1010,00 834,00 766,00 935,00 821,00 3340,00 | 1916,50 1942,86
1 652,00 410,00 612,00 1930,00 579,00 438,00 454,00 482,00 431,00 766,00 675,40 455,71
3 314,00 225,00 275,00 215,00 233,00 333,00 191,00 232,00 258,00 451,00 272,70 76,64
6 190,00 147,00 235,00 211,00 195,00 148,00 131,00 208,00 189,00 243,00 189,70 37,59
12 116,00 108,00 116,00 121,00 137,00 112,00 89,80 108,00 122,00 155,00 118,48 17,61
24 72,00 51,90 74,80 44,70 72,90 67,60 49,20 53,40 45,90 70,00 60,24 12,23
48 39,20 28,70 53,50 20,10 34,30 53,90 20,00 24,90 26,60 32,30 33,35 12,28
72 20,80 13,30 24,50 11,90 15,20 16,90 8,95 14,20 11,30 15,50 15,26 4,60
120 7,99 5,37 9,05 4,01 6,08 10,90 4,41 4,26 3,89 6,44 6,24 2,39
168 3,68 3,39 4,50 1,74 1,81 4,15 2,42 2,03 2,29 4,63 3,06 1,13
CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde
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Tabelle 15: Konzentration von Gamithromycin (GAMI) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wéhrend des dritten Abschnitts (GAMI

mit RIF ,single dose®); zum Zeitpunkt 0,05 h fand keine Blutentnahme statt, dieser Wert wurde mittels Extrapolation berechnet.

Fohlen-CRF-
Nummer
Zeitpunkt der
Blutentnahme 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW SD
(h)
0 4,71 2,68 5,14 2,13 2,72 3,58 2,37 2,94 1,80 3,69 3,18 1,09
0,05 2313,48 1386,11 3659,27 3000,60 4144,27 15672,51 1360,74 5520,71 4043,25 1362,63 | 4246,36 4251,65
0,5 1100,00 1080,00 1120,00 620,00 1800,00 2730,00 83500 1390,00 1270,00 1020,00 | 1296,50 594,57
1 645,00 679,00 593,00 280,00 642,00 609,00 579,00 807,00 571,00 869,00 627,40 156,90
3 350,00 358,00 503,00 164,00 411,00 235,00 231,00 551,00 359,00 495,00 365,70 128,33
6 240,00 266,00 300,00 162,00 192,00 222,00 226,00 243,00 352,00 260,00 246,30 53,48
12 201,00 178,00 218,00 401,00 181,00 163,00 123,00 146,00 190,00 261,00 206,20 78,33
24 145,00 133,00 224,00 79,10 133,00 81,40 83,10 186,00 183,00 203,00 145,06 52,95
48 44,70 59,40 49,50 39,60 47,20 53,40 34,30 47,20 35,60 42,20 45,31 7,79
72 53,90 33,90 30,90 25,60 28,30 30,40 <LoQ 45,20 34,40 17,60 30,02 14,58
120 22,10 13,40 17,00 15,70 13,50 27,30 <LoQ 12,40 12,40 24,00 15,78 7,63
168 16,10 8,44 7,68 6,41 9,42 5,43 <LoQ 12,40 9,73 9,93 8,55 4,27
CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung

h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of

Quantifikation
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Tabelle 16: Konzentration von Gamithromycin (GAMI) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wéahrend des vierten Abschnitts (GAMI

mit RIF ,multiple dose®); zum Zeitpunkt 0,05 h fand keine Blutentnahme statt, dieser Wert wurde mittels Extrapolation berechnet.

Fohlen-CRF-
Nummer
Zeitpunkt der
Blutentnahme 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
(h)
0 15,10 35,70 8,01 14,00 6,96 8,60 27,00 9,20 7,87 7,29 13,97 9,78
0,05 2450,43 1751,50 7349,35 58731,00 3309,90 2783,15 6209,28 1609,65 1987,88 23949,44 |11013,16 18064,37
0,5 1260,00 1220,00 2500,00 3780,00 2420,00 1250,00 1320,00 903,00 1180,00 4570,00 | 2040,30 1257,87
1 810,50 673,00 958,00 802,00 986,00 738,00 622,00 581,00 1220,00 1390,00 | 878,05 263,07
3 501,50 313,00 434,00 487,50 627,00 317,00 544,00 303,00 300,00 653,00 448,00 135,90
6 521,00 212,00 370,00 417,50 312,00 381,00 238,00 279,00 298,00 275,00 330,35 92,92
12 371,50 213,00 223,00 228,50 272,00 231,00 224,00 206,00 161,00 406,00 253,60 76,67
24 227,00 96,00 190,00 164,00 185,00 96,90 84,60 131,00 144,00 98,60 141,71 48,66
48 185,50 110,05 91,70 160,50 83,90 61,10 29,00 47,10 47,30 68,90 88,51 50,74
72 66,80 32,75 49,50 75,20 53,40 58,80 16,80 39,00 30,60 48,10 47,10 17,71
120 44,70 19,60 20,10 24,50 18,50 24,80 9,94 12,80 14,70 8,80 19,84 10,34
168 13,70 8,80 10,60 10,40 7,93 8,33 4,74 6,24 6,19 8,19 8,51 2,59

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung

h: Stunde
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Tabelle 17: Konzentration von Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des zweiten
Abschnitts (GAMI ohne RIF).

Fohlen-CRF-
Nummer
Zeitpunkt der
Blutentnahme 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
(h)
0 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 3,62 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 0,36 1,14
0,5 15,00 5,04 8,43 37,90 7,96 6,97 6,06 6,62 6,78 28,40 12,92 11,23
1 5,62 4,32 5,48 12,00 5,10 6,30 4,33 4,14 4,31 6,12 5,77 2,33
3 3,65 3,13 3,23 2,38 3,55 3,71 2,20 2,76 3,01 4,65 3,23 0,71
6 2,85 3,09 3,87 3,39 2,84 2,54 2,10 2,85 2,96 3,27 2,98 0,48
12 2,79 3,38 3,10 2,65 3,19 3,41 2,24 2,50 2,98 5,61 3,19 0,93
24 2,75 2,94 2,81 2,04 2,92 3,31 2,39 2,29 2,11 3,16 2,67 0,44
48 2,64 3,08 3,25 <LoQ 2,85 4,76 <LoQ <LoQ 2,54 2,80 2,19 1,63
72 2,53 2,28 2,76 2,03 2,28 2,32 <LoQ <LoQ <LoQ 2,19 1,64 1,15
120 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 2,44 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 0,24 0,77
168 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ - -

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Tabelle 18: Konzentration von Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des dritten
Abschnitts (GAMI mit RIF ,single dose®).

Fohlen-CRF-
Nummer
Zeitpunkt der
Blutentnahme 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
(h)
0 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 2,61 2,26 <LoQ <LoQ 2,54 0,74 1,20
0,5 9,47 8,08 8,71 5,71 13,90 18,50 6,21 12,30 10,50 10,50 10,39 3,80
1 6,26 5,59 6,37 4,07 6,28 5,68 5,40 8,07 5,23 8,73 6,17 1,36
3 4,22 4,01 6,56 3,65 6,40 4,19 3,26 6,41 5,11 6,63 5,04 1,34
6 3,20 4,61 5,22 3,67 4,51 3,52 3,36 4,44 5,64 5,14 4,33 0,86
12 4,06 3,50 5,08 9,80 4,52 3,94 3,69 3,73 4,43 6,24 4,90 1,90
24 4,31 3,90 5,78 3,77 5,16 3,93 3,10 5,47 6,11 7,43 4,90 1,33
48 2,73 3,70 3,83 3,70 4,10 4,41 2,90 3,31 3,01 4,60 3,63 0,64
72 4,33 2,95 4,17 3,36 3,94 3,60 <LoQ 2,76 4,44 5,37 3,49 1,45
120 2,95 2,18 3,78 3,47 3,50 4,69 <LoQ 2,59 3,26 3,96 3,04 1,28
168 2,37 <LoQ 3,02 2,55 3,08 2,66 <LoQ 2,52 3,38 3,43 2,30 1,26

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Tabelle 19: Konzentration von Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des vierten
Abschnitts (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

Fohlen-CRF-
Nummer
Zeitpunkt der
Blutentnahme 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
(h)
0 3,73 2,72 <LoQ 3,24 <LoQ 2,28 2,79 3,17 3,64 2,89 2,45 1,36
0,5 10,40 12,30 30,50 33,20 19,80 9,47 8,60 5,97 9,94 24,00 16,42 9,79
1 8,09 6,93 10,50 6,76 8,61 8,30 5,37 5,37 11,20 10,50 8,16 2,09
3 6,15 3,71 5,35 5,77 6,17 4,66 5,73 4,40 5,50 6,39 5,38 0,87
6 6,68 3,20 5,84 6,17 3,86 491 4,02 6,92 5,94 3,65 5,12 1,36
12 7,94 4,81 4,99 4,54 4,71 4,49 4,54 4,69 5,27 6,47 5,24 1,11
24 6,59 3,66 5,49 5,01 4,73 3,76 3,83 4,29 5,56 3,66 4,66 1,00
48 11,08 7,02 514 8,24 4,68 4,03 2,95 3,44 8,54 3,90 5,90 2,68
72 4,56 3,64 3,55 4,78 3,61 4,26 2,84 3,67 3,68 3,66 3,82 0,56
120 4,39 2,83 3,22 2,88 2,61 3,55 2,58 3,35 3,01 2,49 3,09 0,57
168 2,61 2,30 2,30 2,06 2,12 2,08 2,45 2,75 2,71 2,75 2,41 0,28

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Tabelle 20: Konzentration von Rifampicin (RIF) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wéhrend des ersten Abschnitts (RIF ohne

GAMI).
Fohlen-CRF-
Nummer
Blffe';‘iﬁgﬁtmdeezh) 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
0 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ - -
0,5 2630,00 504,00 713,00 209,00 19,40 5870,00 486,00 491,00 426,00 2440,00 | 1378,84 1819,05
1 6200,00 1970,00 1350,00 594,00 568,00 6160,00 2580,00 1400,00 1790,00 6240,00 | 2885,20 2363,58
2 7590,00 6760,00 2180,00 1420,00 1240,00 10300,00 4410,00 3030,00 2290,00 8050,00 | 4727,00 3213,38
3 9600,00 8400,00 2040,00 2250,00 1810,00 10800,00 5570,00 2760,00 2480,00 6960,00 | 5267,00 3458,99
4 9800,00 6130,00 3030,00 2670,00 2000,00 7520,00 6510,00 1640,00 3230,00 5170,00 | 4770,00 2691,13
6 10800,00 12700,00 4960,00 2370,00 2260,00 9210,00 6640,00 3160,00 3020,00 6270,00 | 6139,00 3707,58
8 8640,00 11900,00 5890,00 2420,00 2470,00 6320,00 6240,00 3610,00 3690,00 6230,00 | 5741,00 2937,48
12 8300,00 12000,00 4380,00 1530,00 3030,00 6900,00 5040,00 2010,00 4600,00 4130,00 | 5192,00 3149,89
16 8020,00 12600,00 4430,00 1870,00 3550,00 6620,00 4510,00 1980,00 5210,00 2770,00 | 5156,00 3263,66
24 4460,00 7570,00 2340,00 1400,00 2770,00 3730,00 2690,00 1980,00 3610,00 1680,00 | 3223,00 1805,90
36 2030,00 3620,00 769,00 593,00 1190,00 2390,00 1510,00 753,00 1580,00 578,00 | 1501,30 968,11
48 845,00 1700,00 384,00 293,00 765,00 817,00 547,00 359,00 560,00 309,00 657,90 421,49

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Tabelle 21: Konzentration von Rifampicin (RIF) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des dritten Abschnitts (GAMI mit

RIF ,single dose®).

Fohlen-CRF-
Nummer
Blffe';‘iﬁgﬁtmdeezh) 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
0 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 844,00 19,40 777,00 <LoQ <LoQ 164,04 341,13
0,5 24,70  2420,00 1640,00 901,00 70,30 627,00 3940,00 653,00 2820,00 3350,00 | 1644,60 1407,69
1 2190,00 5880,00 3240,00 3050,00 624,00 1520,00 7870,00 2200,00 4930,00 2800,00 | 3430,40 2188,75
2 3970,00 7200,00 3620,00 2530,00 1090,00 2780,00 4280,00 2100,00 4470,00 5610,00 | 3765,00 1778,01
3 4470,00 6720,00 5210,00 2040,00 1470,00 2500,00 4150,00 2040,00 7830,00 4940,00 | 4137,00 2129,29
4 4380,00 6420,00 4940,00 2310,00 1510,00 1860,00 4280,00 1730,00 6120,00 6690,00 | 4024,00 2040,59
6 4840,00 6230,00 5510,00 2670,00 2510,00 3070,00 3630,00 2340,00 4650,00 5100,00 | 4055,00 1386,73
8 4410,00 6230,00 4490,00 1900,00 2000,00 2690,00 3360,00 2080,00 4660,00 4220,00 | 3604,00 143446
12 3270,00 5970,00 3290,00 1690,00 2180,00 2030,00 2950,00 1310,00 3360,00 2620,00 | 2867,00 1302,26
16 2070,00 4000,00 1740,00 1420,00 2870,00 2040,00 2390,00 1260,00 2990,00 1520,00 | 2230,00 853,01
24 1210,00 3070,00 1120,00 856,00 1600,00 1090,00 1400,00 771,00 1740,00 1180,00 | 1403,70 657,85
36 402,00 1300,00 433,00 299,00 433,00 619,00 548,00 321,00 633,00 406,00 | 539,40 290,30
48 155,00 461,00 107,00 122,00 161,00 33500 180,00 723,00 227,00 138,00 | 260,90 196,08

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Tabelle 22: Konzentration von Rifampicin (RIF) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des vierten Abschnitts (GAMI mit

RIF ,multiple dose®).

Fohlen-CRF-
Nummer
Blffe';‘iﬁgﬁtmdeezh) 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
0 330000 232000 73500 154000 1380,00 904,00 907,00 1200,00 1340,00 1500,00 | 1512,60 769,88
0.5 718000 926000 205000 352000 2110,00 4360,00 1160,00 5990,00 9330,00 2920,00 | 4788,00 2998,26
1 10300,00 11900,00 2910,00 4190,00 3590,00 6580,00 3770,00 4780,00 7050,00 6530,00 | 6160,00 2978,77
2 8070,00 1280000 2000,00 411000 5030,00 5490,00 5240,00 4140,00 9790,00 7830,00 | 6450,00 3180,20
3 11600,00 11900,00 3830,00 3550,00 3150,00 2900,00 5220,00 5300,00 8530,00 7550,00 | 6353,00 3387,39
4 11800,00 10700,00 4490,00 4020,00 4710,00 3840,00 5840,00 4410,00 7380,00 7610,00 | 6480,00 2848,13
6 9840,00 1070000 3310,00 3450,00 4830,00 3980,00 5050,00 6050,00 5460,00 7040,00 | 5971,00 2545,00
8 10400,00 9870,00 4860,00 3410,00 2950,00 3520,00 4910,00 3040,00 5920,00 6490,00 | 5537,00 2704,93
12 687000 8090,00 4470,00 277000 5220,00 2850,00 4690,00 4410,00 4240,00 4130,00 | 4774,00 1641,06
16 564000 507000 344000 191000 4350,00 2050,00 3600,00 3370,00 3850,00 3040,00 | 3632,00 118265
24 291000 526000 271000 120000 2490,00 2300,00 4050,00 2700,00 2280,00 3790,00 | 2969,00 1131,14
36 609000 560000 151000 2560,00 3840,00 2360,00 5460,00 2350,00 3380,00 3550,00 | 3670,00 1573,00
48 2080,00 316000 132000 111000 2110,00 1360,00 2050,00 1950,00 1140,00 1130,00 | 1741,00 654,80

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung

h: Stunde
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Tabelle 23: Konzentration von 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des ersten
Abschnitts (RIF ohne GAMI).

Fohlen-CRF-
Nummer
Blffe';‘iﬁgﬁtmdeegh) 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
0 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ - -
0,5 4,22 <LoQ 1,09 <LoQ <LoQ 5,79 <LoQ 1,69 <LoQ 2,88 1,57 2,08
1 21,70 1,90 4,81 1,30 <LoQ 21,20 5,68 6,90 6,23 27,60 9,73 9,90
2 64,70 12,00 18,50 9,87 4,03 57,40 25,30 27,60 21,60 60,40 30,14 22,39
3 121,00 22,50 39,00 20,40 9,86 82,50 49,30 44,10 27,70 103,00 51,94 37,66
4 186,00 36,50 66,10 31,20 17,60 116,00 83,90 43,10 50,40 135,00 76,58 53,80
6 268,00 66,70 96,90 52,40 28,20 192,00 102,00 100,00 96,70 178,00 | 118,09 73,07
8 277,00 88,90 149,00 62,60 41,80 145,00 108,00 149,00 129,00 180,00 | 133,03 66,22
12 333,00 116,00 179,00 77,10 73,20 168,00 126,00 113,00 184,00 137,00 | 150,63 74,75
16 295,00 136,00 282,00 83,10 111,00 211,00 109,00 137,00 206,00 104,00 | 167,41 76,33
24 170,00 74,60 99,10 58,70 103,00 171,00 58,60 97,80 121,00 62,00 101,58 42,01
36 52,80 30,20 38,80 32,00 31,80 60,00 17,90 31,40 38,20 13,70 34,68 14,01
48 20,70 7,71 12,00 11,20 13,30 19,50 6,22 10,50 12,70 4,77 11,86 5,17

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Tabelle 24: Konzentration von 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wéahrend des dritten
Abschnitts (GAMI mit RIF ,single dose®).

Fohlen-CRF-
Nummer
Blffe';‘iﬁgﬁtmdeezh) 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD

0 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ - -
0,5 <LoQ 2,75 3,56 3,55 <LoQ 3,79 5,36 <LoQ 5,97 8,34 3,33 2,79
1 5,03 26,70 14,20 12,50 1,42 1,03 18,40 6,73 27,90 18,90 13,28 9,75
2 38,40 60,70 31,90 25,70 5,84 12,70 30,00 13,40 46,80 59,80 32,52 19,15
3 77,30 87,20 54,60 46,70 13,60 16,90 40,00 24,20 114,00 71,00 54,55 32,79
4 83,70 102,00 77,60 59,70 18,10 18,30 51,30 25,90 110,00 86,10 63,27 34,06
6 143,00 150,00 111,00 84,00 48,20 35,90 61,70 42,40 112,00 92,70 88,09 40,94
8 154,00 189,00 141,00 77,00 64,30 43,90 66,70 42,50 156,00 94,60 102,90 52,67
12 185,00 196,00 154,00 103,00 80,30 39,40 71,70 44,30 128,00 55,40 105,71 57,52
16 107,00 140,00 112,00 90,90 83,00 36,20 44,70 38,30 105,00 43,10 80,02 37,07
24 42,30 82,90 38,20 33,30 25,30 19,60 20,10 23,10 53,50 17,70 35,60 20,26
36 9,98 17,70 13,30 12,60 6,97 5,52 4,86 5,44 11,20 4,27 9,18 4,48
48 4,16 5,93 4,33 3,78 2,26 2,11 1,69 2,77 3,61 1,25 3,19 1,43

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung

h: Stunde

<LoQ: kleiner Limit of

Quantifikation
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Anhang

Tabelle 25: Konzentration von 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-RIF) im Plasma (in ng/ml) der zehn Fohlen wahrend des vierten
Abschnitts (GAMI mit RIF ,multiple dose®).

Fohlen-CRF-
Nummer

Blffe';‘iﬁgﬁtmdeezh) 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 MW +SD
0 5510 3470 1480 81,70 1480 26,10 7,91 18,90 19,70 1400 | 2877 23,00
0.5 106,00 73,60 29,60 122,00 1650 89,60 1020 84,80 87,90 26,60 | 64,68 40,29
1 194,00 141,00 47,70 14400 39,10 136,00 1580 72,90 107,00 52,50 | 9500 57,80
2 184,00 184,00 7320 14800 5490 113,00 31,00 84,00 21500 97,90 | 11850 61,61
3 257,00 189,00 87,80 17800 59,90 133,00 4450 141,00 227,00 122,00 | 14392 69,59
4 286,00 21400 9850 202,00 63,00 15500 5230 134,00 262,00 138,00 | 16048 79,54
6 277,00 230,00 91,10 191,00 6920 160,00 5850 197,00 230,00 173,00 | 167,68 73,55
8 31600 21500 12400 191,00 61,70 14400 63,60 157,00 260,00 141,00 | 167,33 80,73
12 210,00 17800 131,00 15500 70,50 119,00 5870 192,00 182,00 88,60 | 13848 53,35
16 169,00 110,00 96,60 9620 6800 79,40 49,70 161,00 151,00 4590 | 102,68 44,77
24 6590 5810 4840 47,00 3150 87,80 29,30 84,40 64,40 4950 | 56,63 19,67
36 130,00 7260 76,30 156,00 71,00 9430 5880 57,30 90,00 81,50 | 88,78 31,49
48 29,40 39,50 2590 49,80 20,80 4510 21,10 41,30 2220 14,60 | 30,97 12,05

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung

h: Stunde
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Anhang

Tabelle 26: Konzentration von Gamithromycin (GAMI) und Gamithromycin-Declad
(GAMI-DEC) in der pulmonary epithelial lining fluid (PELF) der zehn Fohlen wahrend
der ersten (GAMI ohne RIF) und zweiten BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®; RIF:

Rifampicin).

1. BAL 2. BAL
Fohlen- GAMI- GAMI-DEC- GAMI- GAMI-DEC-
CRF- Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
Nummer in ng/ml in ng/ml in ng/ml in ng/ml
2 2590 <LoQ 7048 <LoQ
3 4521 <LoQ 11405 <LoQ
4 6612 <LoQ 5721 <LoQ
5 5283 <LoQ 8050 <LoQ
6 4352 <LoQ 7490 <LoQ
8 5072 <LoQ 13293 <LoQ
9 7852 <LoQ 12329 <LoQ
10 10698 <LoQ 6814 <LoQ
11 7768 <LoQ 10541 <LoQ
12 7219 <LoQ 7818 <LoQ
MW 6197 - 9051 -
+SD 2310 - 2615 -

CRF: Case Record Form
MW: Mittelwert
SD:Standardabweichung
<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation
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Anhang

Tabelle 27: Konzentration von Gamithromycin (GAMI) und Gamithromycin-Declad (GAMI-DEC) in den bronchoalveolaren Zellen
(BALC) der zehn Fohlen wéahrend der ersten (GAMI ohne RIF) und zweiten BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®; RIF: Rifampicin).

1. BAL 2. BAL
Fohlen- GAMI- GAMI- GAMI-DEC- GAMI-DEC- GAMI- GAMI- GAMI-DEC- GAMI-DEC-
CRF- Konzentration  Konzentration  Konzentration Konzentration Konzentration  Konzentration Konzentration  Konzentration
Nummer in ng/GZ in pug/ml in ng/GZ in pug/ml in ng/GZ in pg/mil in ng/GZ in pg/ml
2 2,61E+04 21,7 2,51E+03 2,1 2,19E+05 182,4 1,73E+04 14,4
4,62E+05 384,8 2,33E+04 19,4 4,00E+05 333,0 3,82E+04 31,9
4 2,72E+05 226,5 2,56E+04 21,4 1,91E+05 159,5 1,92E+04 16,0
5 5,39E+05 449,2 3,22E+04 26,9 2,34E+05 195,0 1,39E+04 11,5
6 4,84E+05 403,5 8,86E+03 7.4 4,77E+05 397,4 3,97E+04 33,1
8 2,19E+05 182,3 1,99E+04 16,6 3,48E+05 290,2 2,98E+04 24,8
9 2,50E+05 208,7 2,32E+04 19,3 2,83E+05 236,1 2,32E+04 19,4
10 2,22E+05 185,2 <LoQ <LoQ 2,83E+05 235,7 1,95E+04 16,3
11 4,51E+05 376,1 3,19E+04 26,5 7,38E+05 615,4 <LoQ <LoQ
12 5,11E+04 42,5 4,53E+03 3,8 2,98E+05 248,3 2,16E+04 18,0
MW 2,98E+05 248,1 1,91E+04 15,9 3,47E+05 289,3 2,47E+04 20,6
+SD 1,80E+05 150,4 1,12E+04 9,3 1,62E+05 135,2 9,19E+03 7,7

CRF: Case Record Form

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
GZ: Gigazelle

<LoQ: kleiner Limit of
Quantifikation

122



Anhang

Tabelle 28: Konzentration von Rifampicin (RIF) und 25-O-Desacetylrifampicin (25-O-
RIF) in der pulmonary epithelial lining fluid (PELF) der zehn Fohlen zum Zeitpunkt
der zweiten BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®“; GAMI: Gamithromycin).

2. BAL
Fohlen- RIF- 25-0O-RIF-
CRF- Konzentration Konzentration
Nummer in ng/ml in ng/ml
2 1688 46,29
3 5606 69,2
4 3471 69,64
5 2278 27,32
6 2038 20,05
8 2548 33,94
9 3426 20,77
10 3909 59,69
11 4847 44 56
12 4411 34,34
MW 3422 42,6
+SD 1292 18,6

CRF: Case Record Form
MW: Mittelwert
SD: Standardabweichung
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Tabelle 29: Konzentration von Rifampicin (RIF) und 25-O-Desacetylrifampicin (25-
O-RIF) in den bronchoalveolaren Zellen (BALC) der zehn Fohlen zum Zeitpunkt der
zweiten BAL (GAMI mit RIF ,multiple dose®; GAMI: Gamithromycin).

2. BAL
Fohlen- RIF- RIF- 25-O-RIF- 25-O-RIF-
CRF- Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
Nummer in ng/GZ in ug/mi in ng/GZ in ug/ml
2 3252,25 2,71 794,59 0,66
3 5193,05 4,33 754,83 0,63
4 6281,25 5,23 1398,44 1,17
5 2056,74 1,71 469,50 0,39
6 3307,69 2,76 720,51 0,60
8 5853,38 4,88 1156,93 0,96
9 9687,50 8,07 801,04 0,67
10 6609,38 5,51 1010,94 0,84
11 14051,28 11,71 1025,64 0,85
12 11778,29 9,82 1685,91 1,40
MW 6807,08 5,67 981,83 0,82
+SD 3898,24 3,25 357,89 0,30

CRF:Case Record Form
MW: Mittelwert
SD:Standardabweichung
GZ: Gigazelle
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