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1. Einleitung und Zielstellung der Arbeit

1.1. Arzneimitteltherapie und unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

Die Arzneimitteltherapie erfahrt eine stetig zunehmende Bedeutung in der
Medizin. Die Entwicklung neuer Medikamente verbessert kontinuierlich deren
Effizienz und eroffnet die Mdglichkeit neuer Therapieoptionen in der Behand-
lung einer Vielzahl von Erkrankungen. Den Fortschritten der medikamentosen
Therapie stehen aber Probleme wie mangelnde Wirksamkeit eines Pharma-
kons und unerwlnschte Arzneimittelwirkungen (UAW) entgegen. Neben
Faktoren wie Komedikation, Erkrankungen, Alter, Geschlecht, Rauchen und
Alkoholkonsum sowie Nahrungsbestandteilen konnten in den vergangenen
Jahren genetische Faktoren identifiziert werden, die entweder die Wirkung
(Pharmakodynamik) oder den Metabolismus (Pharmakokinetik) von Arznei-
mitteln beeinflussen. Wichtige Aspekte sind dabei inter- und intraindividuelle
Unterschiede in der Expression und katalytischen Aktivitdt eines Enzyms,
variierende Kapazitaten der Transportproteine oder Affinitatsunterschiede von
Medikamentenrezeptoren. Zu Anderungen der katalytischen Enzymaktivitat
kann es aufgrund von Enzymhemmung, Enzyminduktion oder genetisch
bedingten Allelvariationen, so genannten Enzympolymorphismen, kommen.

Eine Vielzahl dieser Polymorphismen ist das Ergebnis molekularer Mu-
tationen verschiedener Allele. Sie bedingen eine starke, schwache oder unter
Umstanden auch fehlende Metabolisierung eines Fremdstoffes. Die Bedeutung
der Enzympolymorphismen ist bereits seit einiger Zeit bekannt. Beispiele sind
unter anderen die Familie der Cytochrom-P450-Monooxygenasen, die N-
Acetyltransferase 2 oder die Glutathion-S-Transferasen.

Die Identifikation solcher Polymorphismen und die Kenntnis anderer Faktoren
mit Einfluss auf die Enzymaktivitat, wie z.B. Enzymhemmung oder Enzym-
induktion, ist ein zentrales Anliegen der modernen Arzneimitteltherapie. Phano-
typisierung und Genotypisierung Ubernehmen hier eine wichtige Aufgabe, um

zukunftig eine sicherere und individuelle Arzneimitteltherapie zu ermdglichen.



1.2. Biotransformation

Die Biotransformation, d.h. die enzymatische Entgiftung bzw. Inaktivierung von
Stoffwechselendprodukten, Arzneimitteln oder anderen Fremdstoffen, erfolgt
hauptsachlich in der Leber. In einer so genannten Phase-I-Reaktion wird die
Grundstruktur lipophiler Substanzen durch Oxidation, Reduktion und Hydrolyse
verandert. Beispielsweise erfolgt Uber Enzyme des Cytochrom P450 und
andere Kofaktoren der Einbau einer Hydroxylgruppe, wodurch die Substanz
zunachst funktionalisiert wird. In geringerem Umfang sind auch Alkohol- oder
Aldehydhydrogenasen, Epoxidhydroxylasen oder andere Enzyme an der
Phase-I-Reaktion beteiligt.

In der nachfolgenden Phase-lI-Reaktion wird durch Konjugation mit Glucu-
ron-, Schwefel-, Essig- oder Aminosauren eine chemische Gruppe ubertragen,
um die Substanz anschlieBend besser Uber die Nieren bzw. die

Gallenflussigkeit ausscheiden zu kdnnen.

1.3. Das Cytochrom-P450-System

1.3.1. Funktionen und Vielfalt des Cytochrom-P450

Das Cytochrom-P450-System (CYP) ist eine grol’e Familie bedeutender
Monooxygenasen mit breiter Substratspezifitat. Es existieren mehrere Gen-
familien im Tier- und Pflanzenreich und auch fur den Menschen wurden bereits
zahlreiche Gene zur Kodierung verschiedener CYP-Enzyme entdeckt. Das
P450-System ist fur den Organismus als Entgiftungssystem notwendig, um den
Korper vor toxischen Substanzen zu schitzen. Es Ubernimmt in der Phase-I-
Reaktion der Biotransformation eine SchlUsselrolle und sorgt so, neben dem
Abbau und der Ausscheidung koérperfremder Stoffe, dariber hinaus auch fir
die Verwertung korpereigener Substrate wie Steroide, Prostaglandine oder

Fettsauren.



Die einzelnen Isoenzyme des P450-Systems werden CYP-Familien und
-Unterfamilien zugeordnet, deren Systematik sich nach der Aminosaure-
sequenz richtet. Der Grolteil der einzelnen P450-Enzyme kommt in der Leber
vor, aber auch in Lunge, Darmmukosa und Niere. Den Hauptanteil am Abbau
von Fremdstoffen im menschlichen Organismus, insbesondere von Arznei-
mitteln, haben die Familien CYP1, CYP2 und CYP3. Am Abbau von Anti-
depressiva sind im Wesentlichen die Isoenzyme CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 und CYP3A4 beteiligt. CYP3A4 ist mit einen Anteil von 30% und mehr
das am starksten exprimierte Isoenzym in der Leber (SHIMADA et al., 1994)
und ist in viele klinisch wichtige Medikamenteninteraktionen involviert. Die
Enzyme CYP2C9, CYP2C19 und CYP2D6 zeichnen sich durch eine groRe
Vielfalt an Polymorphismen aus, wobei in der vorliegenden Arbeit vor allem das
CYP2D6 im Mittelpunkt steht.

1.3.2. Cytochrom P4502D6 und seine Rolle im Stoffwechsel

Aufgrund seiner vielfaltigen Polymorphismen ist CYP2D6 das am besten
untersuchte Isoenzym. Obwohl es quantitativ in der Leber nur eine
untergeordnete Rolle spielt, ist es durch die Beteiligung am Abbau von bisher
mehr als 50 bekannten Substraten, besonders kardiovaskular und zentral-
nervos wirksamen Stoffen (FROMM et al., 1997), qualitativ sehr wichtig.
Betroffene Arzneimittel sind z.B. Antiarrhythmika der Klasse 1 (Ajmalin,
Propafenon), Betablocker (Metoprolol, Timolol), Neuroleptika (Haloperidol,
Perphenazin), Antidepressiva (Amitryptilin, Desipramin, Fluoxetin), Opioide
(Codein, Tramadol) und Amphetamine (SCHWAB et al., 2002). Es wird
angenommen, dass CYP2D6 am Abbau von 50 % aller psychoaktiven
Medikamente beteiligt ist, weshalb der CYP2D6-Polymorphismus gerade in der
Psychiatrie und Neurologie eine bedeutende Rolle spielt. Ein Einfluss auf die

Expression von CYP2D6 durch Xenobiotika ist bislang nicht bekannt.



1.4. Bedeutung von Genotypisierung und Ph&notypisierung in der
heutigen Arzneimitteltherapie

Eine erfolgreiche Arzneimitteltherapie basiert auf der klinischen Beurteilung des
Patienten als wichtigstem Kriterium. Zur Unterstitzung kénnen die Kontrolle
des Medikamentenplasmaspiegels sowie eine Genotypisierung und Phanotypi-
sierung beitragen. Die Genotypisierung, beispielsweise eines Enzyms, ist die
molekularbiologische Untersuchung des Erbgutes nach Anzahl und Funktiona-
litat der fur dieses Enzym kodierenden Allele.

Phanotypisierung ist die Methode zur Bestimmung des Phanotyps eines
Menschen mittels geeigneter Arzneistoffe als Modellsubstrate. Der Phanotyp ist
gepragt durch das Zusammenwirken von determinietem Genotyp und
Umwelteinflissen verschiedenster Art. Haufig beeinflussen oder verandern
besonders Xenobiotika durch Induktion oder Hemmung eines Enzyms den
Phanotyp. So konnen aus der gleichzeitigen Gabe zweier Medikamente
Konkurrenzsituationen an diesem Enzym entstehen und die pharmakokine-
tischen Parameter gegenlber der Verabreichung als Einzelsubstanz stark
variieren. Daraus entstehen mdgliche unerwlnschte Effekte wie Wirkstoff-
kumulation oder mangelnde Arzneimittelkonzentration, in deren Folge sich, in
Abhangkeit vom jeweiligen Arzneimittel, klinisch relevante Probleme wie
unzureichende Medikamentenwirkung, Therapieresistenz, Nebenwirkungen bis
hin zur Toxizitat mit schwerwiegenden Komplikationen, entwickeln konnen.

Die Kenntnis des CYP2D6-Phanotyps eines Patienten kann hier durch
gezielte MalRinahmen, wie Dosisanpassung oder den Einsatz medikamentdser
Therapiealternativen, entscheidend dazu beitragen, solche Probleme zu
vermindern (EICHELBAUM and GROSS, 1990; ALVAN, 1992).

In der Vergangenheit hat dabei vor allem die Phanotypisierung als kosten-
effizientes aber aufwandiges Verfahren eine Rolle gespielt und sich auch
aullerhalb der Pharmakologie, z.B. bei Bluttransfusionen, als Methode etabliert.
Seit einigen Jahren gewinnt zunehmend die Genotypisierung als wesentlich
schnellere aber kostspieligere Alternative zur Phanotypisierung an Bedeutung.

Eine Reihe von Untersuchungen zur Phanotyp-Genotyp-Korrelation dokumen-



tierte, dass mittels alleiniger Genotypisierung fir CYP2D6 zu 99% der Falle
eine korrekte Vorhersage des PM-Phanotyps getroffen werden kann und damit
auf die aufwandige Phanotypisierung mit Verabreichung einer Testsubstanz
verzichtet werden kann (SCHWAB et al., 2002). Bislang besitzen
wissenschaftliche Erkenntnisse auf dem Gebiet der praventiven Beurteilung
eines individuellen Erkrankungsrisikos, mit  Ausnahme  definierter
Erbkrankheiten, nur bei einigen Polymorphismen, wie z.B. die der Enzyme
CYP2D6 und Catechol-O-Methyl-Transferase oder des Serotonintransporters,
eine klinische Relevanz und fanden in der Praxis nur bei speziellen
Indikationen, haufig beim Auftreten schwerwiegender UAW nach Medikamen-
teneinnahme, ihre Anwendung. Dementsprechend begrenzt ist die bisherige
Reihe an Substanzen deren therapeutische Dosierung, z.B. durch eine
vorherige Genotypisierung des Patienten, zielgerechter ausgewahlt werden
kann. Zukunftig werden die Kenntnisse Uber Enzympolymorphismen in der
Pravention fremdstoffbedingter Erkrankungen erheblich an Bedeutung
gewinnen. Denn ein besseres Verstandnis der Funktion und Charakteristik der
Enzyme ermdglicht dem behandelnden Arzt Interaktionen zwischen
Medikamenten vorherzusehen, individuelle Risiken einzuschatzen und
entsprechende therapeutische MalRnhahmen zu ergreifen. In naher Zukunft
sollen zunehmend einfache und kostengunstige molekularbiologische
Techniken die Genotypisierung allgemein verfligbar machen und somit eine

individuelle Arzneimitteltherapie mit verminderten Risiken ermoglichen.

1.4.1. Genetische Vielfalt und phanotypische Pragung des CYP2D6

Die Enzymaktivitat von CYP2D6 steht in Abhangigkeit von der Funktionalitat
und der Anzahl seiner intakten Allele. Da im Gen des CYP2D6 zahlreiche
Polymorphismen der Allelvarianten auftreten, resultieren daraus grofe
interindividuelle Unterschiede in der Metabolisierungskapazitat dieses Enzyms.
Der CYP2D6-Phanotyp, d.h. die Aktivitat des Enzyms im Menschen, tritt

entweder als Langsammetabolisierer (PM), Intermediarmetabolisierer (IM),



Schnellmetabolisierer (EM) oder Ultraschnellmetabolisierer (UM) in Erschei-
nung. Die verwendeten Abkurzungen sind aus dem Englischen abgeleitet und
entsprechen der international gebrauchlichen Nomenklatur mit der Einteilung in
.extensive metabolizers (EM), intermediate metabolizers (IM), poor metabo-
lizers (PM) und ultra rapid metabolizers (UM)".

Genetisch betrachtet besitzen die Genotypen folgende Allelkombinationen:

- PM: zwei funktionslose Allele

- IM: ein funktionelles Allel vom Wildtyp und ein funktionsloses Allel
- EM: zwei funktionelle Allele vom Wildtyp und

- UM: die Genduplizierung eines funktionellen Allels.

Die Aktivitat des Enzyms CYP2D6 wird durch Messen des Metabolismus von
Modellsubstraten wie Dextromethorphan (DEX), Debrisoquin oder Spartein
beurteilt (STREETMAN et al., 2000). In solchen Studien zur Phanotypisierung
von CYP2D6 wurde gezeigt, dass in der Bevdlkerung mehrheitlich EM und IM
auftreten, welche eine effiziente Metabolisierung der verabreichten Modell-
substanzen gewahren. Mit einem Anteil von 7-10% in der kaukasischen
Bevdlkerung (STEINER, 1988) und ca. 1- 4% in der asiatischen und schwarzen
Bevolkerung (RELLING et al., 1991; BERTILSSON et al., 1992) treten die PM,
mit nur geringem Substratumsatz, meist durch alternative Abbauwege, in der
jeweiligen Population auf. Im menschlichen Erbgut sind bereits mehr als 50
Mutationen und Uber 70 verschiedene Allele fur das Enzym CYP2D6 bekannt,
die haufig zur phano-typischen Auspragung eines PM flhren.

Beobachtet werden aber auch Personen mit stark erhohter Metabolisie-
rungsrate des CYP2D6. Ursache ist die Genduplikation oder -multiplikation
eines funktionellen Allels im Erbgut dieser Personen. Sie werden als UM
bezeichnet und treten in Deutschland mit einer Haufigkeit von ca. 2 - 4 % auf
(BERTILSSON et al., 2002, SCHWAB et al., 2002).

Neben den zahlreichen Polymorphismen, die einen PM-Phanotyp des

CYP2D6 hervorrufen, sind einige Medikamente, z.B. Antidepressiva wie



Fluoxetin und Paroxetin, potente Hemmsubstrate dieses Enzyms. In
verschiedenen Dokumentationen ist beschrieben, dass unter den Personen mit
phanotypischer Auspragung eines PM bekannte Nebenwirkungen wie z.B.
Neuroleptika-assoziierte irreversible Spatdyskinesien, Auftreten eines Delirs
oder kardiale Nebenwirkungen unter der Therapie mit trizyklischen
Antidepressiva gehauft vorkommen (SPINA et al., 1992).

Aufgrund der Tatsache, dass in der kaukasischen BevoOlkerung nahezu ein
Zehntel der Personen den CYP2D6-Genotyp PM aufweisen und mit
zunehmendem Ruckgang der Enzymaktivitat das Risiko flr das Auftreten von
UAW steigt, kann die Kenntnis des individuellen Geno- bzw. Phanotyps eine
effizientere und vertraglichere Behandlung im Rahmen der Arzneimitteltherapie

maoglich machen.

1.4.2. Dextromethorphan — als Modellsubstanz zur Phanotypisierung des
Cytochrom-P450 2D6 und CYP 3A4

Dextromethorphan (DEX) ist ein therapeutisch genutztes rezeptfreies Anti-
tussivum, das neben Spartein und Debrisoquin als weitlaufig genutzte Modell-
substanz zur Phanotypisierung von CYP2D6 Verwendung findet und sich
dariber hinaus auch zur Phanotypisierung von CYP3A4 eignet (JONES et al.,
1996b).

Nach oraler Applikation wird DEX rasch resorbiert, erreicht innerhalb von zwei
Stunden maximale Serumspiegel und wird in der Leber metabolisiert. Die Haupt-
abbauwege des DEX (Abb.1) sind die O-Demethylierung via CYP2D6 zu
Dextrorphan (DTX) und die N-Demethylierung via CYP3A4 zu 3-Methoxymorphi-
nan (3-MM). Sowohl 3-MM als auch DTX werden anschliel3end erneut O- bzw.
N-demethyliert, so dass 3-Hydroxymorphinan (3-HM) entsteht (HUSTEN-
STILLER-RATIOPHARM®, Fachinformation, 1998).
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Abb.1: Abbau von Dextromethorphan

Die O-Demethylierung von DEX zu DTX, katalysiert durch CYP2DG6, ist der
dominierende Abbauweg der Metabolisierung. Als Folge resultieren hohe
Konzentrationen von DTX und des anschliel3end gebildeten Metaboliten 3-HM
in Serum und Urin. Zur Bestimmung der Enzymaktivitat von CYP2D6 und
CYP3A4 dient der Quotient aus den entsprechenden Metabolitenkon-
zentrationen. Dieser so genannte Metabolitenquotient (MQ) ist also das
zahlenmaRig ausgedrickte Konzentrationsverhaltnis von Substrat und Produkt
eines beliebigen Metabolisierungsschrittes und entspricht im Englischen der so
genannten ,metabolic ratio“. Als Aktivitatsparameter des CYP2D6 dienten die
MQ aus den Serumkonzentrationen von DEX / DTX und 3-MM / 3-HM. Die
Parameter der CYP3A4 Aktivitat sind die MQ DEX / 3-MM und DTX / 3-HM.
Mittels der Metabolisierungsgeschwindigkeit der Testsubstanz DEX ist daher
die simultane Aktivitatsbestimmung von CYP2D6 und CYP3A4 moglich
(JONES et al., 1996a; DUCHARME et al., 1996).



1.5. Paroxetin — pharmakologische Eigenschaften des Antidepressivums

Paroxetin ist ein selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer mit antide-
pressiver Wirkung (BUUS LASSEN, 1989), der auch bei Panikattacken sowie
Angst- und Zwangsstoérungen therapeutische Anwendung findet. Paroxetin gilt
als einer der starksten Inhibitoren des CYP2D6 (ALFARO et al., 2000) und
seine Serumkonzentrationen stehen in Abhangigkeit zum CYP2D6-Phanotyp
(SINDRUP et al., 1992).

Die Pharmakokinetik der Substanz wurde in einer Vielzahl von Studien
detailliert untersucht. Nach oraler Einnahme wird Paroxetin gut aus dem Darm
resorbiert, unterliegt anschlielfend einem first-pass Metabolismus, der gesattigt
werden kann, und verteilt sich dann, aufgrund des Charakters eines lipophilen
Amins, im Korpergewebe. Unter therapeutischer Dosierung betragt die
Plasmaproteinbindung ca. 95 %. Wahrend des Abbaus in der Leber werden
durch Oxidation, Methylierung und Konjugation polare, pharmakologisch
inaktive Metabolite gebildet, die anschliellend sowohl bilidr als auch renal
ausgeschieden werden. Am Abbau scheinen zwei Enzyme mit
unterschiedlicher Affinitdt und Kapazitat entscheidend beteiligt zu sein. Es wird
angenommen, dass es sich bei dem Enzym mit hoher Affinitat aber geringer
Kapazitat um CYP2D6 und dem Enzym mit geringer Affinitat und grolder
Kapazitat um CYP3A4 handelt (KUSS et al., 1999). Eine steady-state
Plasmakonzentration wird nach ca. 7-14 Tagen erreicht. Wiederholte
Einzelgaben oder Dosissteigerung von Paroxetin zeigen eine nicht-lineare
Kinetik (KAYE et al., 1989), wofur eine unterschiedliche individuelle partielle
Sattigung des first-pass Metabolismus die Ursache zu sein scheint. Die
Halbwertszeit betragt im Mittel ca. 1 Tag, unterliegt aber ebenfalls
ausgepragten individuellen sowie alters- und dosisabhangigen Schwankungen
(KAYE et al., 1989). Insgesamt bestehen grofde interindividuelle Unterschiede

in der Pharmakokinetik von Paroxetin.



1.6. Reboxetin — pharmakologische Eigenschaften des Antidepressivums

Reboxetin ist ein hochselektiver Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer mit
schwacher Hemmung der Serotoninwiederaufnahme (MELLONI et al., 1984).
Er wird eingesetzt zur Therapie schwerer Depressionen. Reboxetin zeigt kaum
Affinitdt zu cholinergen, a-adrenergen und histaminergen Rezeptoren und
besitzt zudem eine gute Vertraglichkeit (RIVA et al., 1989; WONG et al., 1998.)
Pharmakokinetisch erfolgt nach oraler Aufnahme eine schnelle und nahezu
vollstandige Resorption im Magen-Darm-Trakt, ohne einen nennenswerten
first-pass-Metabolismus (FLEISHAKER et al., 1999.) Die Serumkonzentration
erreicht ihr Maximum nach ca. 2 Stunden und nimmt unter Sattigungs-
bedingungen (steady state) sowohl nach oraler als auch intravendser
Verabreichung in nahezu monoexponentieller Weise, ohne verlangerte
Verteilungsphase, nach einer Kinetik 1. Ordnung ab. Es besteht eine starke
Plasmaproteinbindung von mehr als 98 % (FLEISHAKER, 2000), hauptsachlich
an das as-saure Glykoprotein (EDWARDS et al., 1995.) Individuelle Schwan-
kungen und altersabhangige Zunahme der Konzentration des sauren
Glykoproteins kdnnen zu einer Abnahme der renalen Clearance und Zunahme
der Plasmakonzentration des Reboxetins fuhren (JANUZZO et al., 1994.)
Daneben werden weitere einflussnehmende Faktoren auf die Plasmaprotein-
bindung angenommen (JANUZZO et al.,, 1995.) Die Metabolisierung des
Reboxetins erfolgt hauptsachlich durch das Enzym CYP 3A4 (DOSTERT et al.,
1997) uber drei Hauptabbauwege in der Leber: Hydroxylierung, O-Dealky-
lierung und Oxidation bzw. eine Kombination dieser Reaktionen. Anschlief3end
werden die Metaboliten und ca. 10% der Ausgangssubstanz Uber die Niere
ausgeschieden (COCCHIARA et al., 1991.) Die Halbwertszeit betragt nichtern
ca. 12 h (EDRONAX® 4 mg, Fachinformation 1997), kann sich aber aufgrund
renaler und  hepatischer  Funktionsstorungen  deutlich  verlangern
(FLEISHAKER, 2000). Die Pharmakokinetik verlauft linear und bleibt auch bei
Mehrfachgaben unverandert.

In vitro Untersuchungen zeigten bei sehr hohen Dosen des Reboxetins einen
Hemmeffekt sowohl auf CYP3A4 (WIENKERS et al., 1999) als auch CYP2D6
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(RASMUSSEN et al., 2000). Diese Konzentrationen werden in vivo als freie
Konzentrationen aber nicht erreicht (FLEISHAKER, 2000). Eine bisher einzige
in vivo Untersuchung mit zehn gesunden Probanden weiblichen und
mannlichen Geschlechts Uberpriufte die in vitro erlangten Erkenntnisse und
bestatigte den fehlenden Hemmeffekt des Reboxetins auf CYP2D6 (AVENOSO
et al., 1999). Fur andere wichtige Isoenzyme des Cytochrom P450-Systems,
wie z.B. CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 und CYP2E1 wurde ein Einfluss von

Reboxetin auf die Enzymaktivitat ausgeschlossen.

1.7. Zielstellung der Arbeit

Genetische Polymorphismen von Enzymen des Arzneimittelabbaus spielen fur
die Wirkung und fir unerwinschte Nebenwirkungen einer Vielzahl von
Medikamenten eine praxisbedeutsame Rolle. Insbesondere dem Cytochrom-
P450 (CYP) und seinen Untergruppen kommt aufgrund seines breiten und
vielfaltigen Spektrums an Substraten, mit der Beteiligung an Entgiftung von
toxischen und koérperfremden Stoffen, z.B. zahlreicher Medikamente, sowie
seiner Rolle im Abbau und der Verwertung korpereigener Stoffe eine grolde
Bedeutung im Rahmen des gesamten Stoffwechsels zu. Es ist daher von
grolRem Interesse, die bestehenden Kenntnisse zu dem Vorkommen, ihrer
Funktionsweise und den Ursachen und Auswirkungen einer veranderten
Aktivitat der betreffenden Enzyme, zu erweitern.

Far den Subtyp CYP2D6, welcher wesentlich am katalytischen Umbau von
Antidepressiva, Neuroleptika, Antiarrhythmika und Analgetika beteiligt ist, sind
eine Vielzahl verschiedener Allele beschrieben, die eine unterschiedliche
katalytische Enzymaktivitat (phanotypische Pragung) bedingen. Neben den
genetisch determinierten Unterschieden der Enzymaktivitat ist eine Reihe von
Medikamenten mit inhibitorischen Einflissen auf den Stoffwechsel des Enzyms
bekannt. Als einer der starksten Inhibitoren des CYP2D6 gilt z.B. das
Antidepressivum Paroxetin, ein selektiver Serotonin- Wiederaufnahmehemmer.

Fir das neuere Antidepressivum Reboxetin, ein selektiver Noradrenalin-
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Wiederaufnahmehemmer, der hauptsachlich durch das Enzym CYP3A4
metabolisiert wird, sind trotz seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Fluoxetin, einem
potentiellen Hemmstoff des CYP2D6, keine klinisch relevanten inhibitorischen
Effekte bekannt. In-vitro-Untersuchungen zeigten aber, dass unphysiologisch
hohe Reboxetinkonzentrationen einen Hemmeffekt sowohl auf CYP2D6 (K; =
2,5-2,8 ymol/l) als auch CYP3A4 (Ki = 11 ymol/l) ausiben. In-vivo- Untersuch-
ungen bezuglich eines solchen Hemmeffektes sind bisher aber nur unzu-
reichend erfolgt.

Uns interessierte daher zum einen die Frage, ob und wenn ja wie sich unter
dem Einfluss einer therapeutischen Dosis von Reboxetin die phanotypische
Pragung eines Probanden verandert und ob eine Abhangigkeit von dem
vorhandenen CYP2D6 Genotyp besteht. Zum Vergleich diente uns der
bekannte Effekt von Paroxetin.

Des Weiteren interessierte uns, in welchem Male die Phanotypisierung
mittels Dextromethorphan mit der Genotypisierung der Probanden
Ubereinstimmt und ob die korrekte Unterscheidung der Genotypen in Schnell-,
Intermediar- und Langsammetabolisierer eine klinische Relevanz in der
Voraussage des individuellen Pra-Dosis-Spiegels und der Bioverfligbarkeit der

beiden Antidepressiva besitzt.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

2.1.1. Patientencharakterisierung

An der Studie nahmen 75 gesunde Probanden, zumeist Studenten der FSU
Jena, freiwillig teil. Die Rekrutierung und Untersuchung der Probanden fand in
Zusammenarbeit mit der Klinik fir Psychiatrie der Friedrich-Schiller-Universitat
Jena statt. Alle teilnehmenden Personen mussten folgende Vorraussetzungen

erfullen:

e Geschlecht: mannlich

e Alter: 18-35 Jahre

e Korpergewicht: 60-85 kg

e Keine aktuelle Einnahme von Medikamenten mit Einfluss auf den
Eigen- bzw. Fremdstoffwechsel des Korpers.

e Ausschluss physischer oder psychischer Erkrankungen nach

arztlicher Untersuchung und Erstellung eines EKG.

Die Untersuchungen erfolgten im Zeitraum Dezember 2000 bis Januar 2002.
Die zustandige Ethikkommission der Friedrich-Schiller-Universitat Jena &uf3erte
keine Bedenken zur Durchfihrung der geplanten Studie. Eine Registrierung

erfolgte beim Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM).
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Nach erfolgter Voruntersuchung wurden in zufalliger Auswahl drei Gruppen

mit jeweils finfundzwanzig Probanden (Tab.1) gebildet.

e Gruppe 1 = Paroxetin
e Gruppe 2 = Reboxetin
e Gruppe 3 = Placebo

Mittlere Verteilung von Alter, Kérpergewicht und Kérpergrof3e der

Probanden in den einzelnen Studiengruppen und insgesamt

Alter Korpergewicht Korpergrolie
(in Jahren) (in kg) (in cm)
Paroxetin (n=25) 25,1+3,3 746 +7,3 181 +6
Reboxetin (n=25) 251+2,1 71,7 +6,8 1805
Placebo (n=25) 259+ 3,5 71,3+7,1 178 +5
gesamt (n=75) 25,4+ 3,0 725+7,1 1805

Tab.1l: n = Probandenanzahl
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2.1.2. Einnahme der Antidepressiva

Die Anleitung zur Medikamenteneinnahme sowie die notwendigen Blut- und
Urinentnahmen und deren Analyse, erfolgten im Institut far Klinische
Pharmakologie der Friedrich-Schiller-Universitat Jena. Weitere Analysen
erfolgten unter Mitarbeit des Neurochemischen Labors der Klinik flr Psychiatrie
der Universitat Mainz und der Symbiomed GmbH Laboratorien, Jena.

In der so genannten Behandlungsphase erfolgte die Einnahme eines der beiden
Antidepressiva oder eines Placebopraparates an 11 aufeinander folgenden
Tagen (Tag 1-11), abhangig von der Gruppenzugehdrigkeit.

Eingenommen wurden:

e Gruppe 1: Paroxetin (Tablette Seroxat®, GSK, Miunchen, Deutschland)
e Gruppe 2: Reboxetin (Tablette Edronax®, Pharmacia, Erlangen, Deutschland)
e Gruppe 3: Placebo (Tablette Placebo weiss®, Lichtenstein,

Furstenfeldbruck, Deutschland)

Die Einnahme fand regelmalRig morgens zusammen mit 200 ml Wasser nach

folgender Dosierung statt:

1.Tag: !/, Tablette Paroxetin (10 mg) / Reboxetin (2 mg) / Placebo
2.Tag: 1 Tablette Paroxetin (20 mg) / Reboxetin (4 mg) / Placebo

3.-11.Tag: 1 '/, Tabletten Paroxetin (30 mg) / Reboxetin (6 mg) / Placebo
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An den Tagen 10-11 der Behandlungsphase erfolgte die Medikamenten-
einnahme in nichternem Zustand, mit anschlieender zwei- (Tag 10) bzw.
dreistiindiger (Tag 11) Nahrungskarenz und der Gabe von 200 ml Wasser.
Keiner der Probanden konsumierte zwei Tage vor Beginn und wahrend der
Behandlungsphase Alkohol oder Grapefruitsaft. Wahrend der Tage 10-11 der
Behandlungsphase waren Essen und Trinken in Menge und Zeitpunkt
standardisiert und die Teilnehmer verzichteten auf xanthinhaltige Speisen oder
Getranke wie Kaffee, Schokolade oder Tee.

Nach Beendigung der Behandlungsphase und anschlieBender drei- bis
vierwdchiger Pause, folgte eine Kontrollphase mit zwei weiteren Unter-
suchungstagen.

Behandlungsphase und Kontrollphase unterschieden sich nur durch die
Einnahme der Medikation und den damit verbundenen zuséatzlichen Blut-
entnahmen wahrend der Behandlungsphase. Somit war neben dem inter-
individuellen Vergleich der verschiedenen Studiengruppen auch ein intra-

individueller Vergleich zwischen Behandlungs- und Kontrollphase mdglich.

2.1.3. Genotypisierung des CYP2D6

Als so genannten Wildtyp bezeichnet man das Allel CYP2D6*1. Da das Allel
CYP2D6*2 in seinen funktionellen Eigenschaften und der Haufigkeit seines
Auftretens (32%) ahnlich zu CYP2D6*1 (36%) ist (SACHSE et al., 1997),
werden beide Allele im Folgenden unter dem Begriff Wildtyp zusammengefasst.

Die inaktiven PM- Allele CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 und CYP2D6*6
erklaren in der kaukasischen Bevolkerung Uber 93% der PM-Phanotypen,
weshalb sich die molekulare Diagnostik der PM meist auf diese vier Allele
beschrankt (HERSBERGER M et al., 2000). Die Methode zur Erkennung des
Defektallels CYP2D6*5 stand zum Zeitpunkt der vorliegenden Datenanalyse

nicht zur Verfiigung.
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Am Morgen des 10. Tages der Behandlungsphase wurden 5,5 ml EDTA-
Vollblut zur Analyse des CYP2D6 Genotyps entnommen und bis zur weiteren
Verarbeitung bei —20°C gelagert. AnschlieRend erfolgte die Isolation der
genomischen DNA der Leukozyten mit QIAamp® DNA Blood Mini Kits. Die
isolierte DNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und Restriktions-
enzym-Analyse auf die Allelmutationen CYP2D6*3 und CYP2D6*4 untersucht.
Zum Nachweis der Allelmutation CYP2D6*3, eine Deletion von Adenosin,
mittels des Restriktionsenzyms Hpa Il (268 bp), diente die Methode nach Smith
(et al., 1992). Die Mutation CYP2D6*4 wird durch einen Basenaustausch von
Guanin zu Adenin verursacht und wurde mittels des Restriktionsenzyms BstN |
(334 bp) ebenfalls nach der Methode von Smith (SMITH et al., 1992) ermittelt.
Die Allelmutation CYP2D6*6, eine Thymidindeletion, wurde nach allelspezifi-
scher PCR anhand der Methode von Daly (DALY et al., 1996) analysiert. Ein
Ultraschnellmetabolisierer des CYP2D6 als ein dupliziertes oder multipliziertes
funktionelles Allel, kann nur in 30% der Félle genetisch nachgewiesen werden
(LOVLIE et al., 2001). Unsere Probanden wurden deshalb nicht explizit auf ein

maogliches Vorkommen von UM untersucht.

2.1.4. Phanotypisierung von CYP2D6 mit Dextromethorphan

Jeder teilnehmende Proband erhielt zusatzlich zu der genotypischen Unter-
suchung auch eine phéanotypische Testung beziglich CYP2D6. Diese
Phanotypisierung erfolgte mittels der Testsubstanz Dextromethorphan und
wurde im Rahmen der Studie zweimal durchgefuhrt. Erstmals fand der
Dextromethorphantest am Tag 11 der Behandlungsphase statt und wurde am
Tag 2 der Kontrollphase, frilhestens drei Wochen nach Beendigung der
Behandlungsphase, wiederholt. Durch den Vergleich der Metabolitenkonzen-
trationen und -quotienten des Dextromethorphanabbaus aus beiden Phasen
konnten die Werte sowohl interindividuell als auch intraindividuell verglichen

werden.
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Eine Abnahme der Substratkonzentration und/oder Zunahme der Produktkon-
zentration fuhrt zu kleineren Werten des MQ und kann somit Ausdruck einer
gesteigerten Enzymaktivitat sein. Umgekehrt fuhrt die Zunahme der Substrat-
konzentration und/oder die Abnahme der Produktkonzentration zu ent-
sprechend gréfReren Werten des MQ und kann somit Ausdruck einer vermin-
derten Enzymaktivitat sein. Mittels des MQ kann eine veranderte Enzymaktivitét
besser beurteilt werden, da im Gegensatz zu den Absolutwerten der Metabo-
litenkonzentrationen das Verhaltnis von Substrat und Produkt eines
Metabolisierungsschrittes berticksichtigt wird. Mit dem Vergleich dieser beiden
Parameter in der Kontroll- und Behandlungsphase wurde die phanotypische
Pragung nach Einnahme von Paroxetin, Reboxetin oder Placebo qualitativ und
guantitativ untersucht.

Jeder Proband nahm dazu 30 mg Dextromethorphanhydrobromid (1 Kapsel
Hustenstiller ratiopharm®, ratiopharm, Ulm, Deutschland) zusammen mit 200
ml Wasser am Morgen des Untersuchungstages in niichternem Zustand ein.
Die Blutenthahmen zur Konzentrationsbestimmung des DEX und seiner
Metaboliten DTX, 3-HM, 3-MM fanden anschlie3end zu folgenden Zeitpunkten
statt:

e unmittelbar vor Einnahme des DEX
e 2 hnach Einnahme des DEX

Waéhrend dieser Zeit nahmen die Probanden kein Wasser und keine Nahrung
zu sich. Das entnommene Blut wurde fir 10 min bei 1600 g zentrifugiert und
das gewonnene Serum bis zur weiteren Verarbeitung bei — 20°C aufbewabhrt.
Die Bestimmung der Metabolitenkonzentrationen erfolgte anhand der Serum-
werte 2 h nach Einnahme des DEX. Der Serumwert unmittelbar vor Einnahme

des DEX diente als Leerwert.
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2.1.5. Bestimmungen zur Pharmakokinetik beider Antidepressiva

Die Blutentnahmen zur Bestimmung der Pharmakokinetik und Beurteilung eines
ausreichenden Plasmaspiegels der beiden Antidepressiva Paroxetin und
Reboxetin fanden wahrend der Tage 10 und 11 der Behandlungsphase zu

folgenden Zeiten statt:

Tag 10:

e unmittelbar vor Einnahme des Medikamentes (= Pra-Dosis-Spiegel Tag 10),
e 9h,
e 11% hund

e 14 h nach Medikamenteneinnahme, sowie am

Tag 11:

e unmittelbar vor Einnahme des Medikamentes (= Pra-Dosis-Spiegel nach 24 h)

Die erste Plasmaspiegelbestimmung erfolgte neun Stunden nach oraler
Applikation, da zu diesem Zeitpunkt die Verteilungsphase fir Reboxetin
beendet (Dostert et al., 1997) und fur Paroxetin zumindest zum gré3ten Teil
abgeschlossen ist (KAYE et al, 1989). Die Blutproben (9 ml Serum-
Monovetten) wurden fur 10 min bei 1600 g zentrifugiert, das erhaltene Serum in
2 ml Polypropylen-Vials abpipettiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -
20°C gelagert. Nach erfolgter Analyse der Serumproben wurden folgende

pharmakokinetischen Parameter berechnet:
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e Pra-Dosis-Spiegel (Cmin): entspricht der minmalen Serumkonzentration
unter Sattigungsbedingungen (steady state), die beiden Cmin zum
Zeitpunkt Null (Tag 10) und 24 Stunden (Tag 11) wurden als mittlere Pra-

Dosis-Spiegel zusammengefasst.

e Bioverfugbarkeit 9-24h (AUD - area under the data points):
entspricht der Bioverfligbarkeit beider Antidepressiva pro Zeiteinheit
(h* ng / ml). Berechnet wird die Flache (linear trapezoidal) unter den
Datenpunkten (Messzeiten) 9, 11'/,, 14 und 24 Stunden nach Medika-

menteneinnahme am Tag 10.

Zur Analyse der pharmakokinetischen Parameter der Paroxetingruppe (n=25)
standen nur n=24 Datensétze zur Verfugung, da die Bestimmung der Serum-
konzentration zur Kinetik bei einem Probanden (CYP2D6 Genotyp EM) nicht

erfolgen konnte.
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2.2. Nachweismethoden

2.2.1. Nachweis von Dextromethorphan (DEX) und seiner Metaboliten
Dextrorphan (DTX), 3-Hydroxymorphinan (3-HM) und
3-Methoxymorphinan (3-MM) im Serum

Der Nachweis von Dextromethorphan (DEX) und seinen Metaboliten
Dextrorphan (DTX), 3-Hydroxymorphinan (3-HM) und 3-Methoxymorphinan (3-
MM) im Serum erfolgte mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie nach
einer modifizierten Methode von WIELING et al. (2000).

Nach enzymatischer Spaltung der aufgetauten Serumprobe (Volumen 250 pl)
und Hinzugabe von R-Glucuronidase (750 U/250 pl 0,1 M Na-acetat Puffer
pH 5,0) wurden die Proben nach einer 16-stiindigen Inkubation bei 37 °C mittels
Flissig-Flussig-Phase-Extraktion aufgearbeitet. Hierzu figte man allen Proben,
aulB3er den 0 h-Werten, zunachst einen internen Standard in Form von 50 pl
Levallorphan (400 ng/ml) (Roche), eine Spatelspitze NaHCO3; (pH-Kontrolle
8,5-9) und 6 ml n-Hexan / Ethylacetat (1:1) hinzu. Anschlielend erfolgte nach
15 min Schitteln (1800 / min), 10 min Zentrifugieren (4000 U / min) und
Verwerfen der wassrigen Phase ein Zusatz von 150 pl Essigsaure (3%) zur
Ubrig gebliebenen organischen Phase. Nach weiteren 15 min Schitteln, 10 min
Zentrifugieren, 15 min stehen Lassen im Dunkeln und Uberfiilhren der
wassrigen Phase in ein HPLC-Vial, sowie Verwerfen der organischen Phase
wurden die Proben (ca. 100 pl / Vial) auf die Saulen des HPLC- Gerates

aufgebracht.

21



Die Kalibrierung und notwendige Qualitatskontrollen des Chromatographen
wurden analog dem oben genannten Ablauf der Probenaufbereitung durch-

gefuhrt. Dabei wurden verwendet:

- Dextromethorphan (Sigma-Aldrich)

- Dextrorphan D-Tartrat (ICN Biomedicals Inc.)

- (+) -3-Methoxymorphinan-Hydrobromid (Roche)
- (+) -3-Hydroxymorphinan-Hydrobromid (Roche).

Die Konzentrationsbestimmungen fanden unter folgenden chromato-

graphischen Bedingungen statt:

Saule: Bischoff Waters-Spherisorb Nitrile, 250 x 4,0; 5 pm

Mobile Phase: 15 T Acetonnitril / 84,94 T H,O / 0,06 T Triethylamin,
mit 85% Phosphorsaure auf pH 2,5 eingestellt

Flussrate: 1 ml/ min

Stoppzeit: 12 min

Druck: ca. 160 bar

Fluoreszenzdetektor: RF-10 Ax. 275/ 305 nm (Shimadzu, Japan)

Injektionsvolumen: 75 ul

Retentionszeiten: 4,5 min 3-Hydroxymorphinan (3-HM)

5,1 min Dextrorphan (DTX)

6,6 min Interner Standard Levallorphan
7,7 min 3-Methoxymorphinan (3-MM)
9,4 min Dextromethorphan (DEX)

Bei den Retentionszeiten von DEX, DTX, 3-HM und 3-MM zeigten sich im
Leerserum keine interferierenden Serumpeaks untereinander.

Dagegen wiesen hohe Konzentrationen von Reboxetin eine schwache
Fluoreszenz mit schmalem Peak wahrend der Retention von DEX auf. Die

DEX- Serumwerte der Reboxetingruppe wurden deshalb korrelierend zu den
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Konzentrationen des Reboxetins korrigiert. Der Korrekturfaktor stammte aus der
Analyse des Reboxetinstandards.

Paroxetin zeigte keine interferierende Fluoreszenz mit anderen Retentions-
zeiten.

Letztendlich wurden alle erhaltenen Konzentrationen in molare Verhaltnisse

umgerechnet.

2.2.1.1. Validierung

Die analytische Bestimmungsgrenze aller Metaboliten betrug 1 ng / ml Serum.
Fur geringere Konzentrationen wurden zur weiteren Datenanalyse 50 % der
Bestimmungsgrenze (0,5 ng / ml) angenommen.

Die Kalibrationskurven von DEX und seinen Metaboliten DTX, 3-HM und 3-
MM gewahrten in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 1 — 1000 ng /
ml Linearitdt und wurden als Variationskoeffizient (s%) des Quotienten
(Peakhohe der Metaboliten [DEX, DTX, 3-HM, 3-MM] zu Peakhdhe des
internen Standards Levallorphan) zu der jeweiligen Konzentration bestimmit.

Die lineare Regression wurde unter Nutzung des Statistikprogrammes SPSS
mittels der Kalibrationsproben errechnet, wobei eine Wichtung von 1 / x
vorgenommen wurde.

Die Ungenauigkeiten innerhalb eines Tages waren fir jede Substanz < 5 %
und im Vergleich verschiedener Tage < 7 %.

Die mittlere Wiederfindungsrate betrug folgende Werte:

DEX = 94,3 %; DTX = 99,8 %; 3-HM = 60,8 %; 3-MM = 100,6 % und
Levallorphan = 102 %.
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2.2.2. Nachweis der Antidepressiva Reboxetin und Paroxetin im Serum

Die Bestimmung der Serumkonzentrationen flr Reboxetin und Paroxetin
erfolgte im Neurochemischen Labor der Klinik fur Psychiatrie der Universitat
Mainz mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie nach den von HIEMKE
und HARTTER entwickelten Methoden fir Paroxetin (HARTTER et al., 1994)
und Reboxetin (HARTTER et al., 2000). Als Material diente das bei —20°C
aufbewahrte Probandenserum.

Die minimale analytische Bestimmungsgrenze fir Paroxetin betrug 10 ng / ml.
Fur geringere Konzentrationen wurden 50 % der minimalen Bestimmungs-
grenze (5 ng / ml) zur weiteren Datenanalyse angenommen. Linearitat zwischen
gemessener und tatsachlicher Paroxetinkonzentration bestand im untersuchten
Konzentrationsbereich von 0 — 500 ng / ml (0 — 1500 nmol / I). Der mittlere
Korrelationskoeffizienten betrug dabei r = 0,996 + 0,0035. Die mittlere Wieder-
findungsrate betrug 107 % und die mittleren Variationskoeffizienten waren
innerhalb eines Tages 6,6 % und zwischen verschiedenen Tagen 8,54 %.

Die minimal moégliche analytische Bestimmungsgrenze fir Reboxetin betrug
15 ng / ml bei 273 nm Wellenlange. Im untersuchten Konzentrationsbereich
wurden Werte von 17 — 608 ng / ml Reboxetin gemessen.

Die Serumkonzentrationen von Paroxetin und Reboxetin setzten sich sowohl
aus dem an Plasmaproteine gebundenen als auch dem freien ungebundenen

Anteil der beiden Substanzen zusammen.
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2.3. Berechnung der pharmakokinetischen Parameter beider

Antidepressiva

Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter der beiden Antidepressiva
Paroxetin und Reboxetin erfolgte anhand der Serumkonzentrationen der Tage
10 und 11. Diese wurde nach einer kompartimentunabhangigen Methode mit
Hilfe des MS-DOS Programms TOPFIT (Version 2.0) durchgefihrt.

Die Regressionsanalyse erfolgte tber die Zeitpunkte 9 h, 11,5 h, 14 h und 24

Stunden nach Medikamentenapplikation am Tag 10.

2.4. Statistische Berechnung

Messwerte in Tabellen und grafische Darstellungen wurden als arithmetische
Mittelwerte (X) mit Standardabweichung (SD) angegeben. Zur Ermittlung einer
Signifikanz diente bei allen durchgefuhrten statistischen Tests ein Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p < 0,05. Der Vergleich von Kontroll- und Behandlungs-
phase einer einzigen Stichprobe erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon-Tests fur
gepaarte Stichproben. Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und
Behandlungsphase sind an den entsprechenden Stelle der Tabellen und
Grafiken mit * gekennzeichnet.

Ein statistischer Vergleich der verschiedenen Genotypen EM, IM und PM
erfolgte mittels des Mann-Whitney-U-Tests fir ungepaarte Stichproben.
Signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen wurden in den Tabellen mit
° gekennzeichnet. Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem PC-
Programm SPSS Ausgabe 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. CYP2D6 Genotypen des Probandengutes

Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und anschlieender Restriktions-
fragmentlangen-Analyse der isolierten DNA wurden Anzahl und Verteilung der
verschiedenen Allelkombinationen des CYP2D6 (Abb.2) und die daraus
resultierende phanotypische Préagung in Schnellmetabolisierer (EM), Inter-
mediarmetabolisierer (IM) und Langsammetabolisierer (PM) innerhalb der drei
Studiengruppen Paroxetin, Reboxetin und Placebo (Abb.2, Tab.2) ermittelt (n =

Anzahl der Probanden):

EM (n=42) charakterisiert durch zwei funktionelle Allele vom Wildtyp (wt / wt)

IM (n=27) charakterisiert durch ein funktionelles Allel vom Wildtyp kombiniert
mit einem defekten Allel: wt / *3 (n=1), wt / *4 (n=25), wt / *6 (n=1)

PM (n=6) charakterisiert durch zwei defekte Allele: *4 / *4 (n=3), *6 / *6 (n=1),
*3/*4 (n=1), *4 / *6 (n=1)

*4/*6 @1
c *3/*4 01
%) i
S +*6/* @1
© = 1
Qg x4/x4 33
& g wt/*6 @1
O 9 7
x wt/*3 @1
2 i
I wt/*4 ] 25
wt/ wt 142
0 10 20 30 40 50
Probandenanzahl

Abb.2: Anzahl und Verteilung der Allelkombinatonen des CYP2D6 aller Probanden.
wt — Wildtyp (funktionelles Allel); *3, *4, *6 — Allelmutationen (funktionslos)
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Anzahl und Verteilung der verschiedenen CYP2D6 Genotypen EM, IM und
PM innerhalb der drei Studiengruppen Paroxetin, Reboxetin und Placebo

EM IM PM
Paroxetin 18 6 1
Reboxetin 9 13 3
Placebo 15 8 2
gesamt 42 27 6

Tab.2: EM-, IM-, PM-CYP2D6 Genotyp

Die prozentuale Haufigkeit von PM, IM und EM, aller in die Studie
eingeschlossenen 75 Probanden (Abb. 3a), entspricht der bekannten Vertei-
lung der Genotypen des Enzyms CYP2D6 bei Probanden kaukasischen
Ursprungs und reprasentiert somit unseren Bevolkerungsdurchschnitt. Inner-
halb der einzelnen Gruppen treten teilweise abweichende Verteilungen auf. In
der Reboxetingruppe (Abb. 3c) sind mehrheitlich Probanden mit IM-Genotyp
(52%) vertreten, verbunden mit einer Unterreprasentation der EM-Genotypen
(36%). Innerhalb der Paroxetin- (Abb. 3b) und Placebogruppe (Abb. 3d)
dagegen Uberwiegen deutlich die EM-Genotypen. Diese Befunde resultieren

aus der randomisierten Zuordnung der Probanden.
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Abb.3: Prozentuale Verteilung der CYP2D6 Genotypen

EM ‘ IM @ und PM

8%
Abb. 3d (Placebo)

O

a) bei allen Probanden (n=75), b) in der Paroxetingruppe (n=25),

c) in der Reboxetingruppe (n=25), d) in der Placebogruppe (n=25)
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3.2. Zusammenhang zwischen CYP2D6 Genotyp und Abbau der
Testsubstanz Dextromethorphan in der Kontrollphase

3.2.1. Serumkonzentrationen von DEX und seinen Metaboliten

Eine Abhéangigkeit der Serumkonzentrationen von DEX und seinen Metaboliten
DTX, 3-HM und 3-MM von den verschiedenen CYP2D6 Genotypen wurde wie
erwartet durch den Dextromethorphantest der Kontrollphase bestatigt und zur
Veranschaulichung grafisch dargestellt (Abb.4). Die schnellmetabolisierenden
Probanden (EM) unterschieden sich von allen anderen Probanden (IM und
PM) sowohl durch signifikant geringere DEX- und 3-MM-Konzentrationen als
auch durch signifikant hohere Konzentrationen von DTX und 3-HM (Tab.3). Die
Probanden mit IM-Genotyp unterschieden sich in selber Weise nochmals

signifikant von den PM-Genotypen.

Mittlere Serumkonzentrationen (nmol/l) von DEX und seinen Metaboliten
aller Probanden 2h nach Einnahme einer Testdosis von 30 mg
Dextromethorphan in der Kontrollphase geordnet nach den CYP2D6
Genotypen (EM, IM, PM)

DEX DTX 3-HM 3-MM
X 1,8 1455 576 1,9
EM (n=42) ’
SD 1,7 236 123 0,7
X * * * *
IM (n=27) 4,2 1253 485 3,0
SD 3,9 339 141 1,2
X 40*° 27*° 11*° , *0
PM (n=6) 0 5.8
SD 22 12 4,5 3,5

Tab.3: X-arithmetischer Mittelwert, SD-Standardabweichung,
* = Signifikanz zur EM-Gruppe, ° = Signifikanz zur IM-Gruppe
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Abb.4: Serumkonzentrationen (nmol/l) von DEX und seinen Metaboliten aller Proban-
den der Kontrollphase 2h nach Einnahme einer Testdosis von 30 mg Dextro-
methorphan in Abhéngigkeit der CYP2D6 Genotypen (EM, IM, PM),

* = Signifikanz zum EM-Genotyp, *° = Signifikanz zum IM-Genotyp

3.2.2. Metabolitenquotienten des Dextromethorphanabbaus als Mal3 fir

die Geschwindigkeit der Metabolisierung

Die Metabolitenquotienten (MQ) des Dextromethorphanabbaus wahrend der
Kontrollphase unterschieden sich innerhalb der verschiedenen CYP2D6
Genotypen (EM, IM, PM). Das bedeutet, es bestanden unterschiedliche
Geschwindigkeiten im Abbau der Testsubstanz DEX. Beide mittleren
errechneten Quotienten der Metabolisierungsschritte, welche durch das Enzym
CYP2D6 katalysiert werden, waren signifikant héher bei den Probanden mit
IM- und PM- verglichen zu denen mit EM-Genotyp. Der MQ DEX / DTX war bei
den PM (1200-fach) und IM (3-fach) hoher als bei den EM. In geringerem
Mal3e war der MQ 3-MM / 3-HM bei den PM (150-fach) und IM (2-fach) hoher
zu denen der EM-Gruppe (Tab.4). Diese signifikanten Unterschiede der
CYP2D6-Aktivitdt zwischen den verschiedenen Genotypen sind am Beispiel
des MQ DEX / DTX fur alle Probanden dargestellt (Abb.5). In der Abbildung 5
sind trotz Kklarer signifikanter Unterschiede im mittleren Durchschnitt
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Uberschneidungen in der phanotypischen Charakteri-sierung zwischen den
Einzelwerten der Gruppen EM und IM zu beobachten.

Die CYP3A4 katalysierten Metabolisierungsschritte ergaben einen nahezu
unveranderten MQ DTX / 3-HM bei allen CYP2D6-Genotypen, wohingegen der
MQ DEX / 3-MM in der IM-Gruppe geringfigig und in der PM-Gruppe
signifikant héher war als der Vergleichswert in der EM-Gruppe (Tab.4.).

Mittlere Metabolitenquotienten (logarithmiert) aller Probanden wahrend
der Kontrollphase in Abhéangigkeit der CYP2D6 Genotypen (EM, IM, PM)

CYP2D6 CYP3A4
DEX/DTX | 3-MM/3-HM| DTX/3-HM | DEX/3-MM
X -2,97 -2,51 0,41 -0,06
EM (n=42)
SD 0,20 0,15 0,11 0,21
X -2,64* -2,23* 0,42 0,01
IM (n=27)
SD 0,45 0,23 0,09 0,42
X 0,12* -0,33*° 0,39 0,83*°
PM (n=6)
SD 0,26 0,15 0,06 0,11

Tab.4: X-arithmetischer Mittelwert, SD-Standardabweichung, * = Signifikanz zum EM-
Genotyp, ° = Signifikanz zum IM-Genotyp
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Abb.5: Zusammenhang zwischen CYP2D6-Genotyp und -Ph&notyp am Beispiel des
Metabolitenquotienten DEX / DTX in der Kontrollphase. griin- EM, blau- IM, rot- PM
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3.3. Einfluss der Paroxetin-, Reboxetin- oder Placeboeinnahme auf den
Phanotyp (Vergleich der beiden Dextromethorphantests aus Kontroll-

und Behandlungsphase)

Bei gemeinsamer Betrachtung aller Probanden konnten signifikante Unter-
schiede der Serumkonzentrationen und Metabolitenquotienten zwischen den
drei verschiedenen CYP2D6 Genotypen nachgewiesen werden (siehe 3.2.).
Aus diesem Grund werden bei der nun folgenden Auswertung der drei
Probandengruppen (je nach Behandlung) auch die jeweiligen Genotypen

getrennt voneinander betrachtet.

3.3.1. Auswirkungen auf die Langsammetabolisierer unter den Probanden

Unabhangig von der Einnahme von Paroxetin, Reboxetin oder eines Placebo-
praparates blieben die Serumkonzentrationen von DEX und seiner Metaboliten
aller Langsammetabolisierer (PM) sowohl vor als auch nach der Behandlung
unverandert (Tab.5, Abb.6). In die folgende Auswertung werden deshalb nur
IM und EM einbezogen.

Sowohl in der Kontroll- als auch Behandlungsphase waren die
Serumkonzentrationen der PM signifikant unterschiedlich zu den Genotypen
EM und IM. Im Speziellen bedeutete das hohere Konzentrationen der
CYP2D6-Substrate DEX und 3-MM bzw. niedrigere Konzentrationen der
Metaboliten DTX und 3-HM bei den PM im Vergleich zu den Probanden mit
den Genotypen EM und IM.
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Mittlere Serumkonzentrationen (nmol/l) von DEX und seinen Metaboliten
aller Probanden mit dem CYP2D6 Genotyp PM (n=6) in Kontroll- und

Behandlungsphase

DEX DTX 3-HM 3-MM
K B K B K B K
X 34 40 29 28 12 11 6
SD 14 22 14 12 5 4 3

Tab.5: X-arithmetischer Mittelwert, SD-Standardabweichung, K-Kontrolle, B-Behandlung

nmoll/l
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O Kontrolle B Behandlung

3-MM

Abb.6: Serumkonzentrationen (nmol/l) von DEX und seinen Metaboliten aller Probanden

mit dem CYP2D6 Genotyp PM (n=6) in Kontroll- und Behandlungsphase
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3.3.2. Auswirkungen auf die Schnell- und Intermedidrmetabolisierer
unter den Probanden

3.3.2.1. Gegenuberstellung von Kontroll- und Behandlungsphase der

Paroxetingruppe

Die Metabolitenkonzentrationen der Paroxetingruppe waren in der Behand-
lungsphase bei allen Probanden mit EM- bzw. IM- Genotyp signifikant
verandert im Vergleich zu der Kontrollphase. Dabei waren die Konzentrationen
von DEX und 3-MM hoher bzw. von DTX und 3-HM niedriger als in der
Kontrollphase (Abb.7). Fur die Abbildung 7 wurde eine logarithmische
Skalierung der Grafik gewahlt, um die Serumkonzentrationen aller vier
Substanzen gemeinsam abzubilden. Ein vorhandener signifikanter Unterschied
zwischen EM-Genotypen und IM-Genotypen innerhalb der Behandlungsphase
kommt aufgrund der logarithmischen Skalierung nicht ausreichend zur
Geltung, ist aber mit ° an entsprechender Stelle gekennzeichnet und in Tabelle
9 zusammenfassend fur alle Gruppen numerisch ausgedrickt.

Auch beide CYP2D6 spezifischen Metabolitenquotienten DEX / DTX, 3-MM /
3-HM und ihr kombinierter MQ (DEX+3-MM / DTX+3-HM) waren fur EM und IM
signifikant groBer in der Behandlungsphase. EM-Genotypen unterschieden
sich nochmals signifikant von den IM-Genotypen (Tab.6, oberer Teil).

Die CYP3A4 spezifischen Metabolitenquotienten zeigten ebenfalls Veran-
derungen gegenuber der Kontrollphase. Ein signifikanter Unterschied trat aber
nur bei der Probandengruppe mit EM-Genotyp auf, die in der Behandlungs-
phase kleinere Werte fir den MQ DTX / 3-HM und den kombinierten MQ
DEX+DTX / 3-MM+3-HM aufwiesen (Tab.6, unterer Teil). Alle MQ in der Tabelle
6 und in den entsprechenden Tabellen der Reboxetin- und Placebogruppe
wurden zur Ubersichtlicheren Erfassung in logarithmierten Werten dargestellt.

Es ergaben sich in der Paroxetingruppe somit signifikante Unterschiede bei
DEX und allen anderen Metabolitenkonzentrationen und weiterhin bei allen
Metabolitenquotienten des CYP2D6 sowie bei DTX / 3-HM und den kombi-
nierten MQ des CYP3AA4.
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Abb.7: Logarithmische Darstellung der Serumkonzentrationen (EM und IM) von

Dextromethorphan und seinen Metaboliten der Paroxetingruppe wahrend Kontroll-

und Behandlungsphase, *

(p < 0.05) zum EM-Genotyp

signifikant (p < 0.05) zur Kontrolle, °

signifikant

Logarithmierte MQ der Probanden mit den CYP2D6 Genotypen EM / IM

der Paroxetingruppe in Kontroll- und Behandlungsphase

DEX/DTX 3-MM / 3-HM DEX+3-MM / DTX+3-HM
CYP2D6
Kontrolle |Behandlung| Kontrolle |Behandlung| Kontrolle |Behandlung
EM -3,02 -0,66* -2,51 -1,0* -2,80 -0,73*
. +0,07 +0,20 +0,142 +0,18 +0,07 +0,18
Paroxetin
IM -2,62 -0,24*° -2,15 -0,69*° -2,39 -0,33*°
+0,45 +0,13 +0,05 +0,15 +0,24 +0,13
DTX/3-HM DEX/ 3-MM DEX+DTX / 3-MM+3-HM
CYP3A4
Kontrolle |Behandlung| Kontrolle |Behandlung| Kontrolle |Behandlung
EM 0,41 0,36 -0,10 0,70* 0,41 0,41
. +0,12 +0,11 +0,13 +0,14 +0,12 +0,09
Paroxetin
IM 0,47 0,39* -0,01 0,84* 0,47 0,50
+0,08 +0,10 +0,50 +0,12 +0,08 +0,10

Tab.6: * = signifikant zur Kontrolle, ° = signifikant zum EM-Genotyp
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3.3.2.2. Kontroll- und Behandlungsphase der Reboxetingruppe

Unter der Einnahme von Reboxetin waren niedrigere DTX-Konzentrationen
von Probanden mit EM-Genotyp die einzigen signifikanten Unterschiede zur
Kontrollphase (Abb.8). Im Vergleich der MQ von Kontroll- und Behandlungs-
phase ergaben sich signifikant niedrigere Werte bei Probanden mit EM-
Genotyp fur den CYP3A4 assoziierten MQ DTX / 3-HM und den kombinierten
MQ DEX+DTX / 3-MM+3-HM (Tab.7). Zusatzlich zu den erwdhnten Signifikan-
zen zwischen Kontroll- und Behandlungsphase gab es Unterschiede zwischen
Schnellmetabolisierern und Intermediarmetabolisierern. Die EM hatten unter
Reboxetineinnahme signifikant hohere DTX- und 3-HM-Konzentrationen sowie

signifikant geringere 3-MM-Konzentrationen als die IM (Abb. 8).
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Abb.8: Logarithmische Darstellung der Serumkonzentrationen (EM und IM) von
Dextromethorphan und seinen Metaboliten der Reboxetingruppe wahrend Kontroll-
und Behandlungsphase, * = signifikant (p < 0.05) zur Kontrolle, ° = signifikant
(p < 0.05) zum EM-Genotyp
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Logarithmierte MQ der Probanden mit den CYP2D6 Genotypen EM / IM
der Reboxetingruppe in Kontroll- und Behandlungsphase

DEX/DTX

3-MM / 3-HM

DEX+3-MM / DTX+3-

CYP2D6 HM
Kontrolle |Behandlung| Kontrolle [Behandlung] Kontrolle |Behandlung
EM -2,85 -2,98 -2,47 -2,49 -2,68 -2,76
. +0,32 + 0,06 +0,18 +0,18 +0,24 +0,11
Reboxetin
IM -2,62 -2,52 -2,24 -2,20 -2,43 -2,37
+0,43 +0,36 +0,24 +0,231 +0,28 +0,23
DTX /3-HM DEX / 3-MM DEX+DT>H<|\/A3'MM+3'
CYP3A4
Kontrolle |Behandlung| Kontrolle |Behandlung| Kontrolle [Behandlung
EM 0,39 0,34* 0,01 -0,15 0,39 0,34*
. +0,09 +0,07 +0,33 +0,15 +0,09 +0,07
Reboxetin
IM 0,41 0,37 0,03 0,05 0,40 0,37
+0,1 + 0,08 +0,42 + 0,36 +0,10 +0,08

Tab.7: * = signifikant zur Kontrolle
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3.3.2.3. Kontroll- und Behandlungsphase der Placebogruppe

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und
Behandlungsphase fir die Serumkonzentrationen von DEX und seinen
Metaboliten sowie die Metabolitenquotienten (Abb.9, Tab.8). Auch die

Probanden mit dem Genotyp EM unterschieden sich nicht signifikant von
denen mit Genotyp IM (Tab.8).
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ADbb.9: Logarithmische Darstellung der Serumkonzentrationen (EM und IM) von

Dextromethorphan und seinen Metaboliten der Placebogruppe wahrend
Kontroll- und Behandlungsphase
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Logarithmierte MQ der Probanden mit den CYP2D6 Genotypen EM / IM

der Placebogruppe in Kontroll- und Behandlungsphase

DEX+3-MM / DTX+3-

DEX/DTX 3-MM / 3-HM HM
CYP2D6
Kontrolle |Behandlung| Kontrolle |Behandlung| Kontrolle [Behandlung
EM -2,99 -2,96 -2,52 -2,51 -2,80 -2,76
+0,21 +0,22 +0,14 +0,16 +0,16 +0,18
Placebo
IM -2,67 -2,74 -2,27 -2,29 -2,48 -2,53
+0,54 +0,52 +0,31 +0,25 0,41 +0,37
DTX / 3-HM DEX / 3-MM DEX+DT|>_|<|\/A3'MM+3'
CYP3A4
Kontrolle |Behandlung| Kontrolle [Behandlung] Kontrolle |Behandlung
EM 0,42 0,39 -0,05 -0,06 0,42 0,39
+0,12 + 0,07 +0,22 +0,20 +0,12 = 0,07
Placebo
IM 0,39 0,41 -0,01 -0,04 0,39 0,41
+0,07 +0,14 +0,41 +0,38 +0,07 +0,14

Tab.8: EM-Schnellmetabolisierer, IM-Intermediarmetabolisierer,
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3.3.3 Gemeinsamer Vergleich von Paroxetin-, Reboxetin- und

Placebogruppe wahrend Kontroll- und Behandlungsphase

3.3.3.1. Serumkonzentrationen von DEX und seinen Metaboliten

In Tabelle 9 sind die mittleren Serumkonzentrationen fur DEX und seine
Metaboliten aller Probanden mit Genotyp EM bzw. IM aufgefiihrt. Daraus geht
deutlich hervor, dass es unter Einnahme von Paroxetin zu signifikanten
Konzentrationsdnderungen der Muttersubstanz DEX und der weiteren Metabo-
liten im Vergleich zur Kontrolle kommt. Im Einzelnen heil3t das, eine
Konzentrationsabnahme der Abbauprodukte des CYP2D6 Metabolismus (DTX
und 3-HM) und eine starke Konzentrationszunahme der Ausgangssubstanz
DEX bzw. weniger stark von 3-MM. Diese Anderungen wirkten sich starker bei
den Probanden mit EM-Genotyp als bei denen mit IM-Genotyp aus.

Unter der Einnahme von Reboxetin kam es durch Konzentrationsabnahme
des Metaboliten DTX bei den EM-Genotypen zu der einzigen signifikanten
Veranderung im Vergleich zur Kontrollphase. Weiterhin unterschieden sich die
Genotypen EM und IM signifikant in den Konzentrationen der Metabolite DTX
und 3-MM in der Behandlungsphase sowie bei 3-HM in beiden Phasen.

Die Einnahme eines Placebopraparates hatte keine signifikanten Konzen-
trationsunterschiede im Vergleich zur Kontrollphase zur Folge.

Die nahezu einheitlichen Konzentrationen beim Abbau von DEX und seinen
Metaboliten der Langsammetabolisierer aller drei Behandlungsgruppen wurden
gemeinsam bereits im Kapitel 3.3.1. beurteilt.
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Serumkonzentrationen (nmol/l) von DEX und seinen Metaboliten wéhrend
der Kontroll- und Behandlungsphase fir Probanden mit dem CYP2D6
Genotyp EM und IM in den Studiengruppen Paroxetin, Reboxetin, Placebo

DEX DTX 3-HM 3-MM
K B K B K B K B
EM 1,4 39* 1420 177* 566 79* 1,8 7,8*
+0 +13 + 233 +58 + 147 +32 +0,6 +2,6
Parox
IM 4.8 56*° 1403 94*° 477 39*° 3,4° 7,9*%
+42 +19 + 353 +15 + 125 + 8,4 +1,0 +15
EM 2,8 1,4 1433 1306* 589 599 2,1 2,0
+2,8 +0 + 205 +184 + 82 + 68 +0,9 +0,8
Rebox
IM 4.1 4.6 1226 1138° 487° 496° 3,0 3,1°
+3,4 +3,8 + 258 + 212 +135 + 148 +1,2 +0,8
EM 1,8 1,9 1511 1478 582 608 1,8 2,0
Pl +1,7 +15 + 260 +174 +119 + 108 +0,7 +0,7
ac
M 4.0 3,9 1185 1313 487 529 2,7 2,8
+5,0 +5,0 + 447 + 449 + 180 + 212 +1,5 +1,4

Tab.9: K-Kontrolle, B-Behandlung, Parox-Paroxetin, Rebox-Reboxetin, Plac-Placebo,
EM- Schnellmetabolisierer, IM- Intermediarmetabolisierer,

* = signifikant zur Kontrolle, ° = signifikant zum EM-Genotyp
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3.3.3.2. Metabolitenquotienten

Die Abbildung 10 zeigt die vier Metabolitenquotienten des Dextromethorphan-
abbaus DEX / DTX, DEX / 3-MM, DTX / 3-HM und 3-MM / 3-HM in
logarithmierten Werten der Kontroll- und Behandlungsphase. In der Abbildung
wurde eine gemeinsame Darstellung der MQ- Werte fir die Probanden mit EM-
und IM- Genotyp gewahlt. Dadurch soll gezeigt werden, dass trotz fehlender
genotypischer Differenzierung zwischen EM- und IM- Genotyp die mdglichen
Veranderungen der MQ- Werte nach einer Einnahme von Paroxetin, Reboxetin
oder Placebo in der Boxplotdarstellung deutlich zu erkennen sind. Nach
Einnahme von Paroxetin vermindert sich, in der Abb.10 deutlich sichtbar, die
Aktivitat des Enzyms CYP2D6. Zum Ausdruck gebracht, wird das auch durch
die signifikante VergréRerung der Quotienten DEX / DTX (270-fach) und 3-MM
/ 3-HM (33-fach) unter Paroxetineinnahme.

Ebenfalls signifikant groRer in der Behandlungsphase war der CYP3A4-
spezifische MQ DEX / 3-MM (7-fach), wohingegen der andere CYP3A4-spezi-
fische MQ DTX / 3-HM unter Paroxetineinnahme leicht abnahm (0,9-facher
Wert).

Ein Vergleich aller Metabolitenquotienten zwischen Kontrolle und dem
Einfluss einer 11-tdgigen Einnahme von Reboxetin zeigte bei fehlender
genotypischer Differenzierung zwischen EM- und IM-Genotyp im Mittel keine
signifikanten Unterschiede der Metabolisierung durch CYP2D6 und CYP3A4
(Abb.10). Betrachtet man allerdings die Schnellmetabolisierer (EM) isoliert, so
sind der Quotient DTX / 3-HM und der kombinierte CYP3A4- spezifische
Quotient (DEX+DTX / 3-MM+3-HM) signifikant gro3er als in der Kontrollphase
(Tab.7).

Die Verabreichung eines Placebopraparates fiihrte - wie erwartet - zu keiner
Veranderung zwischen Kontroll- und Behandlungsphase (Abb.10).
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Abb.10: Boxplotdarstellung der logarithmierten Metabolitenquotienten des Abbaus von
DEX, geordnet nach Kontroll- und Behandlungsphase der jeweiligen

Studiengruppe (Paroxetin, Placebo, Reboxetin), O = Ausreil3er
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3.4. Pharmakokinetik der Antidepressiva Reboxetin und Paroxetin mit
Bezugnahme auf die verschiedenen CYP2D6 Genotypen

In Abbildung 10 (Paroxetin) und 11 (Reboxetin) sind die Verlaufe der mittleren
Serumkonzentrationen fur beide untersuchten Antidepressiva am 10. und 11.
Einnahmetag dargestellt.

Abb. 10: Serumkonzentrationen vor (Oh + 24h) bzw. nach Einnahme (| ) von 30 mg
Paroxetin (9h; 11,5h; 14h; 25h; 26h) am 10. und 11. Untersuchungstag

Abb. 11: Serumkonzentrationen vor (Oh + 24h) bzw. nach Einnahme (| ) von 6 mg
Reboxetin (9h; 11,5h; 14h; 25h; 26h) am 10. und 11. Untersuchungstag
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3.4.1. Pra-Dosis-Spiegel (Cmin) von Paroxetin

Nach Einnahme von Paroxetin lag der Pra-Dosis-Spiegel in der Gruppe der
Intermediarmetabolisierer im Durchschnitt bei 42,0 £ 16,6 ng / ml und somit
signifikant héher als in der Gruppe der Schnellmetabolisierer mit einer mittleren
Konzentration von 27,4 + 13,7 ng / ml (Tab.10). Der einzelne als Langsam-
metabolisierer charakterisierte Proband hatte einen deutlich hdheren Pra-
Dosis-Spiegel von 56 ng / ml, verglichen zu den Mittelwerten der beiden
anderen Gruppen (Tab.10). Wegen der Probandenanzahl n=1 war aber kein
statistischer Vergleich mit den anderen Gruppen moglich.

Mittlerer Préa-Dosis-Spiegel vor Einnahme von einmal taglich

30 mg Paroxetin am 10. und 11. Untersuchungstag

Genotyp Cmin
% EM (n=17) 27,4 +13,7
= IM (n=6) 42,0° + 16,6
* PM (n=1) 56

Tab.10: Cmin — Pra-Dosis-Spiegel (ng / ml), EM- Schnellmetabolisierer,
IM- Intermedié&rmetabolisierer, PM- Langsammetabolisierer

° = signifikant zum EM-Genotyp

In der Abbildung 12 sind die individuellen Pra-Dosis-Spiegel aller Probanden
nach Einnahme von Paroxetin dargestellt. Trotz des signifikanten Unter-
schiedes zwischen den mittleren Konzentrationen von Schnell- (EM) und
Intermediarmetabolisierern (IM) (Tab.10), kommt es neben den interindivi-
duellen Schwankungen zwischen Probanden gleichen Genotyps auch zu
Uberschneidungen zwischen den Probanden verschiedenen Genotyps. Beides
ist aus der Abbildung 12 deutlich erkennbar.
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Abb.12:

Préa-Dosis-Spiegel (ng / ml) aller Probanden der Paroxetingruppe
EM- Schnellmetabolisierer, IM- Intermediarmetabolisierer,

PM- Langsammetabolisierer
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3.4.2. Pra-Dosis-Spiegel (Cmin) von Reboxetin

Nach Einnahme von Reboxetin betrug der mittlere Pré-Dosis-Spiegel
82,2 + 45,2 ng / ml. Zwischen den verschiedenen Genotypen EM (77 £ 59 ng /
ml), IM (86 + 39 ng / ml) und PM (78 + 38 ng / ml) trat kein signifikanter
Unterschied auf (Tab.11).

Mittlerer Pra-Dosis-Spiegel vor Einnahme von einmal taglich

6 mg Reboxetin am 10. und 11. Untersuchungstag

Genotyp Cmin
c
§ EM (n=9) 76,6 + 58,7
o
§ IM (n=13) 86,4 + 39,0
PM (n=3) 77,6 +38,1

Tab.11: Cmin — Pra-Dosis-Spiegel (ng / ml), n = Probandenanzahl

In der Abbildung 13 sind die individuellen Préa-Dosis-Spiegel aller Probanden
nach Einnahme von Reboxetin dargestellt. Ahnlich wie in der Paroxetingruppe
sind sowohl die interindividuellen Schwankungen innerhalb als auch
Uberschneidungen zwischen den Probanden der beiden Gruppen EM und IM
in der Abbildung erkennbar. Im Unterschied zur Einnahme von Paroxetin
bestand aber kein signifikanter Unterschied zwischen den mittleren
Konzentrationen von EM-, IM- und PM- Genotypen (Tab.11).
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Abb.13: Pra-Dosis-Spiegel (ng / ml) aller Probanden der Rebooxetingruppe
EM- Schnellmetabolisierer, IM- Intermediarmetabolisierer,

PM- Langsammetabolisierer
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3.4.3. AUD (9-24 h) von Paroxetin

In der Paroxetingruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den CYP2D6 Genotypen EM und IM beziglich der mittleren AUD
(Tab.12). Die AUD der EM- Genotypen (426 £ 216 ng / ml *h) war kleiner als
die der IM- Genotypen (618 £ 241 ng / ml *h). Der einzelne Proband mit PM-

Genotyp wies mit 954 ng / ml *h die hdochste AUD nach Einnahme von

Paroxetin auf.

Mittlere AUD (9-24 h)

nach Einnahme von 30 mg Paroxetin am 10. Untersuchungstag

Genotyp AUD (9-24 h)
c
g EM (n=17) 426 + 216
&% IM (n=6) 618 + 241
PM (n=1) 954

Tab.12: AUD in ng / ml *h
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3.4.4. AUD (9-24 h) von Reboxetin

Nach Einnahme von Reboxetin betrug die mittlere AUD des Antidepressivums
bei den Probanden der Reboxetingruppe 1588 + 843 ng / ml *h. Zwischen den
Probanden mit unterschiedlichen CYP2D6 Genotyp traten keine signifikanten
Unterschiede der AUD auf (Tab.13).

AUD (9-24 h)

nach Einnahme von 6 mg Reboxetin am 10. Untersuchungstag

Genotyp AUD (9-24 h)
c
§ EM (n=9) 1535 + 1123
(@)
é IM (n=13) 1718 + 662
PM (n=3) 1183 + 684

Tab.13: AUD in ng / ml *h

3.4.5. Zusammenhéange zwischen pharmakokinetischen Parametern und

ermittelten Phanotyp im Vergleich zum bestehenden CYP2D6 Genotyp

Die Darstellung der mittleren Pra-Dosis-Spiegel als Einzelwerte fur jeden
Probanden, gegliedert nach genetisch charakterisierten Typ (EM, IM, PM),
verdeutlicht in beiden Behandlungsgruppen (Abb.14 und 15) die grof3en inter-
individuellen Schwankungen dieses Parameters (jeweils linke Grafik der
Abb. 14 und 15). Dies gilt fur den Parameter MQ DEX / DTX nicht, wie aus der
jeweils rechten Grafik in der Abb. 14 und 15 hervorgeht. Obwohl sich die
mittleren Konzentrationen von Paroxetin zwischen Probanden mit IM- und EM-

Genotyp signifikant voneinander unterscheiden, zeigt die Betrachtung der
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Einzelwerte, wie sich im Individualfall die Paroxetin-Konzentrationen bei den
Probanden mit unterschiedlichem Genotyp auch gleichen kénnen. Die grof3en
Schwankungen der Pra-Dosis-Spiegel, z.B. innerhalb der Schnellmetaboli-
sierer, sind bei Betrachtung des MQ DEX / DTX dagegen nicht zu finden
(Abb.14).

CYP 2D6 Genotypen
CYP 2D6 Genotypen

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0,0001 0,0010 0,0100 0,1000 1,0000

Pré-Dosis-Spiegel in ng/ml MQ DEX / DTX Kontrollphase

Abb.14: Gegenuberstellung des Paroxetin- Pra-Dosis-Spiegels gegliedert nach Genotyp
(links) und CYP2D6-spezifischen MQ DEX / DTX (rechts) der entsprechenden
Probanden in der Kontrollphase (n=24)
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ADbb.15: Gegeniberstellung des Reboxetin- Préa-Dosis-Spiegels gegliedert nach Genotyp
(links) und CYP2D6-spezifischen MQ DEX / DTX (rechts) der entsprechenden

Probanden in der Kontrollphase (n=25)

53



3.4.6. Korrelation der pharmakokinetischen Parameter der
Antidepressiva zu den Metabolitenquotienten des DEX- Abbaus
vor und nach der Behandlung

3.4.6.1. Paroxetin

Fur alle Probanden (auRer PM, n=1) der Paroxetingruppe wurde Uberprift, ob
eine lineare Korrelation nach Pearson zwischen den MQ des DEX- Abbaus
und den pharmakokinetischen Parametern Cmin bzw. AUD vor und nach
Paroxetineinnahme besteht. Dabei zeigte sich, dass unter der Behandlung mit
Paroxetin der Cmin sehr gut (Signifikanz p < 0,01) mit dem MQ 3-MM / 3-HM
der EM- Genotypen (r = 0,687; p = 0,002) sowie mit dem MQ von IM- und EM-
Genotypen gemeinsam (r = 0,604; p = 0,002) korrelierte. Weniger stark (Signi-
fikanz p < 0,05) korrelierte Cmin mit den kombinierten MQ DEX+3-MM /
DTX+3-HM (r = 0,442; p = 0,031) und DEX+DTX / 3-MM+3-HM (r = 0,422,
p = 0,040).

In der Kontrollphase korrelierte der Cmin der IM- Genotypen signifikant mit
den MQ DEX / DTX (r = 0,833; p = 0,039) und DEX / 3-MM (r = 0,814; p =
0,049) dieser Probanden. Ebenso korrelierte der gemeinsame Cmin der IM-
und EM- Genotypen mit den gemeinsamen MQ DEX / DTX (r = 0,589;
p = 0,002), MQ DEX / 3-MM (r = 0,465; p = 0,022) und den kombinierten MQ
DEX+3-MM / DTX+3-HM (r = 0,507; p = 0,011).

Zwischen der AUD und den MQ kam es in der Behandlungs- und Kontroll-

phase in keinem Fall zu einer signifikanten Korrelation.
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3.4.6.2. Reboxetin

Nach Einnahme von Reboxetin bestanden keine signifikanten Unterschiede
der pharmakokinetischen Parameter Cmin und AUD zwischen den ve-
schiedenen CYP2D6- Phanotypen der Probanden.

Eine signifikante lineare Korrelation zwischen den MQ und AUD bzw. Cmin
bestand in der gesamten Reboxetingruppe nur einmalig fur die Probanden mit
PM- Genotyp zwischen den MQ DEX / 3-MM der Behandlungsphase und dem
Cmin (r= -1,000; p = 0,017) (Tab.15).

Alle Probanden mit Genotyp EM oder IM wiesen Korrelationskoeffizienten (r)
zwischen -0,3 > r < 0,3 auf und zeigten dabei keine Signifikanzen. In der
Tabelle 15 sind deshalb nur die Korrelationskoeffizienten der PM- Genotypen

prasentiert.

Korrelationskoeffizienten (r) nach PEARSON zwischen den MQ und AUD
bzw. MQ und Cmin der PM nach Einnahme von DEX und Reboxetin

DEX/DTX 3-MM/ 3-HM DTX/3-HM DEX/ 3-MM

K B K B K B K B

AUD | 0,921 | -0,285 | 0,672 | -0,571 | -0,983 | -0,792 | 0,904 | -0,960
PM

Cmin | 0,996 0,020 0,865 | -0,294 | -0,881 | -0,940 | 0,732 | -1,000*

Tab.15: AUD- Bioverfugbarkeit, Cmin- Pra-Dosis-Spiegel, K- Kontrolle, B- Behandlung,

* = Korrelation ist auf dem Niveau p < 0,05 (2-seitig) signifikant,
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4. Diskussion

4.1. Genotypisierung des CYP 2D6

Die Haufigkeit der einzelnen Allele innerhalb unseres Probandengutes stimmt
mit der angenommenen Verteilung in der kaukasischen Bevolkerung (SACHSE
et al., 1997) Uberein. Neben dem intakten Allel vom Wildtyp wurden die
Mutationen CYP2D6*3, CYP2D6*4 und CYP2D6*6 festgestellt. Als haufigste
Alleimutation unter Kaukasiern gilt CYP2D6*4 (SACHSE et al., 1997). Bei 25
Probanden unseres Probandengutes trat CYP2D6*4 heterozygot zusammen
mit einem Allel vom Wildtyp auf und bedingte somit die Mehrzahl aller
aufgetretenen IM (n = 27). Drei Probanden zeigten ein homozygotes Vorkom-
men dieses Mutationstyps, wodurch dieser auch die haufigste Ursache (50%)
fur das Auftreten eines PM darstellte.

Die Allelmutation CYP2D6*5, welche bei homozygoten Vorkommen, d.h. kein
Erhalt eines PCR- Produktes, ebenfalls zur Auspragung eines manifesten PM
fuhrt, trat nicht homozygot auf, dies ware durch fehlende Banden in der PCR
zu sehen gewesen. Daraufhin wurde auf eine genaue Uberprifung der
Probanden bezuglich eines heterozygoten Auftretens dieser Allelmutation
verzichtet. Die Haufigkeit der Mutation CYP2D6*5 wird, wie die des CYP2D6*3,
mit ca. 2% beschrieben (SACHSE et al., 1997). Es ist daher mdglich, dass
einige Probanden in der Genotypisierung als EM eingestuft wurden, tatsachlich

aber IM- Genotypen sind und als solche unentdeckt blieben.
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4.2. Zusammenhang zwischen CYP2D6 Genotyp und
Serumkonzentrationen bzw. Metabolitenquotienten des

Dextromethorphanabbaus in der Kontrollphase

Unterscheidet man in der Aktivitat des CYP2D6 nur zwischen EM und PM so
werden im Allgemeinen gute Korrelationen zwischen Phanotyp und Genotyp
gefunden (WIELING et al., 2000; SCHWAB et al., 2002). Trotz der Etablierung
zuverlassiger Verfahren zur Genotypisierung spielt die Phanotypisierung als
eine weit verbreitete und gut etablierte Methode zur Bestimmung der CYP2D6-
Aktivitat mittels der Messung des Metabolismus der Modellsubstanz
Dextromethorphan (JACQZ-AIGRAIN et al., 1993; KOHLER et al., 1997),
weiterhin eine wichtige Rolle. Als Aktivitatsmarker von CYP2D6 dient der
Quotient von Muttersubstanz (DEX) und O-demethyliertem Hauptmetabolit
(DTX), der nach einer gewissen Zeit post applicationem bestimmt wird
(SCHMID et al., 1985). Der alternative Abbauweg von DEX, eine N-
Demethylierung zu 3-MM, wird hauptsachlich durch das Enzym CYP3A4
katalysiert. Trotz der vermuteten Beteiligung anderer CYP-Enzyme an dieser
Reaktion (WANG and UNADKAT, 1999; VON MOLTKE et al., 1998) dient die
Bestimmung des MQ DEX / 3-MM als Aktivitdtsmarker fir das Enzym CYP
3A4 (JONES et al., 1996b). Die erforderlichen Konzentrationsmessungen von
DEX und seinen Metaboliten kénnen entweder im Urin (SCHMID et al., 1985)
oder im Serum (MORTIMER et al.,, 1989) erfolgen. Beide Verfahren sind
qualitativ gleichwertig (CHLADEK et al.,, 2000), wobei interindividuelle
Variabilitdten der molaren Konzentrationen im Serum geringer als im Urin sind
(KOHLER et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit haben wir deshalb die
Konzentrationsbestimmung im Serum der im Urin vorgezogen.

Beim Vergleich unserer Ergebnisse der Genotypisierung mit der Phano-
typisierung zeigte sich bei den Langsammetabolisierern eine Ubereinstimmung
von 100 %. Das bedeutet, dass bezlglich der PM-Differenzierung eine
Genotypisierung in der Praxis ausreichend ist. Anders verhalt es sich bei der
Differenzierung von Schnell- und Intermediarmetabolisierern. Bei ihnen ist eine

exakte genetische Unterscheidung anhand der funktionellen Allele mdglich,
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jedoch kann mittels Genotypisierung die tatsédchliche metabolische Kapazitat
des CYP2D6 nicht vorhergesagt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die
mittleren MQ DEX / DTX von EM (MQ = 0,001) und IM (MQ = 0,004) zwar
signifikant unterscheiden (Tab.4), doch war bei 15 von insgesamt 27
Probanden mit Genotyp IM festzustellen, dass der MQ DEX / DTX sich auf
dem Niveau der EM befand (Abb.5). Da tber 90% der IM durch heterozygotes
Vorkommen von CYP2D6*4 bedingt sind, mussen Aktivitdtsunterschiede
zwischen den beiden Allelen des Wildtyps vorhanden sein. Tatsachlich ist
beschrieben, dass CYP2D6*1 eine geringfligig hohere Aktivitat als CYP2D6*2
aufweist (SACHSE et al.,, 1997), was moglicherweise der Grund fir diese
Differenzen ist. Innerhalb der EM-Gruppe grenzten sich 3 Probanden mit
héheren MQ DEX / DTX (MQ = 0,005) von den anderen EM (MQ = 0,001; n =
39) ab. lhre CYP2D6 Metabolisierungskapazitat liegt damit im durchschnitt-
lichen Bereich der IM. Es ist wahrscheinlich, dass diese Probanden genetisch
zu den IM gehoéren aber im Rahmen der Genotypisierung als solche nicht
erkannt wurden, weil sie Trager von CYP2D6*5 oder einer anderen selteneren
Allelmutation sind. Aufgrund der Vielzahl der bereits bekannten Allelmutationen
ist es kurz- und sicherlich auch mittelfristig nicht mdglich, eine exakte
Genotypisierung zur Erkennung jeglicher IM- Genotypen kosteneffizient und in
angemessenen Zeitrahmen zu etablieren. Eine praventive Erkennung der IM
ist aber besonders bei der Einnahme von Medikamenten mit geringer
therapeutischer Breite ebenso von Bedeutung wie bei den PM. Es empfiehlt
sich somit die Phanotypisierung als das einfachere und effektivere Verfahren
zur exakten Beurteilung der tatséchlichen metabolischen Aktivitat eines
Enzyms.

Im Abbau des Dextromethorphan bestehen quantitative Unterschiede
zwischen den beiden hauptséchlich beteiligten Enzymen CYP2D6 und
CYP3A4. Die Ergebnisse zeigen, dass die Probanden der EM-Gruppe zum
Messzeitpunkt, 2 h nach der Einnahme, nur eine sehr geringe Konzentration
der Ausgangssubstanz DEX aufweisen. Zu diesem Zeitpunkt ist die maximale
Serumkonzentration von DEX erreicht (Hustenstiller-ratiopharm®, Fachinfor-

mation, 1998) und die gemessenen sehr hohen DTX-Konzentrationen bzw.
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niedrigen 3-MM-Konzentrationen weisen somit deutlich auf die Gberwiegende,
nahezu vollstandige Metabolisierung des DEX durch CYP2D6 hin (Husten-
stiller-ratiopharm®, Fachinformation, 1998).

Bei den Probanden die genotypisch als IM und PM charakterisiert wurden,
sind die signifikant hohere Konzentration von DEX und die erheblich niedrigere
Konzentration des Metaboliten DTX ein klares Zeichen dafir, dass bei IM- und
PM-Genotypen die Aktivitatt des Enzyms CYP2D6 gegenuber den EM-
Genotypen vermindert ist. IM und PM unterscheiden sich dabei noch einmal
um ein Vielfaches.

Die Probanden mit verminderter CYP2D6-Aktivitat zeigen auch signifikant
hohere 3-MM-Konzentrationen als die Vergleichsgruppe der EM-Genotypen.
Infolge der mangelnden Aktivitat von CYP2D6 wird also DEX vermehrt zu 3-
MM abgebaut, dessen Entstehung tUber CYP3A4 Kkatalysiert wird. Dass die
Konzentration von DEX bei den IM (4,2 £ 3,9 nmol/l) nicht so niedrig ist wie bei
den EM (1,8 £1,7 nmol/l) zeigt aber, dass CYP3A4 DEX langsamer abbaut als
CYP2D6. Bei den PM ist die 3-MM-Konzentration doppelt so hoch verglichen
zu den IM und dreifach hoher als bei den EM, trotzdem ist die DEX-
Konzentration der PM (40 = 22 nmol/l) noch ca. 20-fach hdher im Vergleich zu
den EM und auch 10-fach héher als bei den IM. Bei der Betrachtung des
betreffenden MQ DEX / 3-MM musste im Falle einer ausreichenden Kompen-
sation durch CYP3A4 eine Erniedrigung dieses MQ bei den IM und PM
auftreten. Tats&chlich kam es aber bei den IM und PM zu hdéheren Werten des
MQ DEX / 3-MM als im Vergleich zu der EM-Gruppe. Die Ursache sind die
vielfach hoheren DEX-Konzentrationen bei nur maRig hoheren 3-MM-
Konzentrationen. Insgesamt ist somit festzustellen, dass bei Probanden mit
eingeschrankter (IM) oder fehlender (PM) CYP2D6- Aktivitat, welche bei EM
die tragende Rolle im Dextromethorphanabbau spielt, zwar eine malfig
gesteigerte Stoffwechselaktivitat des alternativen Abbauwegs von DEX zu 3-
MM auftritt, aber dennoch CYP3A4 keine vollstandige Kompensation der
mangelnden CYP2D6-Aktivitat erreichen kann.
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4.3. Auswirkungen einer Einnahme von Paroxetin oder Reboxetin auf
die Aktivitat der am Abbau von Dextromethorphan beteiligten

Enzyme

Eine Einnahme von Paroxetin hat gegeniber der Kontrollphase aufgrund
hoherer Konzentrationen der Muttersubstanz DEX (27-fach) und niedrigeren
Konzentrationen des Metaboliten DTX (9-fach) einen stark erhéhten (270-fach)
CYP2D6 spezifischen MQ DEX / DTX zur Folge. Das heildt, infolge
therapeutischer Dosen von Paroxetin erscheinen die genotypisch als EM
charakterisierten Probanden jetzt phanotypisch als PM des CYP2D6. Die
Ergebnisse unserer Untersuchungen weisen auf die stark verminderte Aktivitat
des Enzyms CYP2D6 nach der Einnahme des Antidepressivums Paroxetin hin
und bestatigen hiermit &ahnliche Ergebnisse friherer Untersuchungen
(SINDRUP et al., 1992; KOHLER et al., 1997).

Unter dem Einfluss von Paroxetin verandert sich auch das Metaboliten-
verhaltnis von DEX zu 3-MM (MQ DEX / 3-MM 7-fach héher) und von DTX zu
3-HM (MQ DTX / 3-HM 0,9-fach). Diese Veranderungen der beiden CYP3A4-
spezifischen MQ, im Besonderen der Anstieg von MQ DEX / 3-MM imponiert
wie ein Hemmeffekt. Betrachtet man aber die Konzentrationen in Z&ahler und
Nenner, so muss festgestellt werden, dass die Konzentration von 3-MM nach
Paroxetineinnahme viel hoher und somit Ausdruck eines erhdhten Metabo-
lismus ist. Da aber die Konzentration von DEX (43,3 + 16,3 nmol / I) infolge der
Hemmung zu DTX sehr viel groR3er ist, errechnet sich ein hoher Quotient DEX /
3-MM. Die vermehrte Metabolisierung von DEX zu 3-MM muss als Kompen-
sationsmechanismus angesehen werden, der aber nicht voll-standig ist. Dies
zeigt die Begrenztheit der Aussagekraft des Metabolitenquotienten.

Bezuglich des Antidepressivums Reboxetin geben unsere Ergebnisse keinen
Anhalt darauf, dass die tagliche Einnahme von 6 mg dieses Medikamentes
einen Klinisch relevanten Hemmeffekt auf das Enzym CYP2D6 ausubt. Bei der
Beurteilung der Aktivitat des Enzyms CYP3A4 hingegen fiel auf, dass es bei
einer isolierten Betrachtung der Probanden mit EM-Genotyp unter der

Einnahme von Reboxetin zu einer signifikanten Konzentrationsabnahme des

60



Metaboliten DTX von 1433 £ 205 ng / ml auf 1306 = 184 ng / ml kommt. Diese
Veréanderung geht mit einer nicht signifikanten Erniedrigung der DEX- und nicht
signifikanten Erhéhung der 3-HM-Konzentration einher, was somit eine geringe
Aktivitatssteigerung von CYP3A4 anzeigt. Bestétigt wird dieses Ergebnis durch
die Erniedrigung aller CYP3A4 spezifischen MQ, wobei DTX / 3-HM und der
kombinierte MQ (DEX+DTX / 3-MM+3-HM) sogar signifikant kleiner als in der
Kontrollphase sind. Bei Probanden mit IM- und PM- Genotyp stellten wir diese
Veranderungen nicht fest. Eine @hnliche Untersuchung mit weniger Probanden
(n = 10) fand Ubereinstimmende Ergebnisse fur CYP2D6, aber im Gegensatz
zu uns keinerlei Aktivitatsdnderung des CYP3A4 (AVENOSO et al., 1999). In
einer anderen vergleichbaren klinischen Untersuchung an gesunden
Probanden mit der Gabe von 2 x 2 mg Reboxetin pro Tag, Uber insgesamt 5
1/2 Tage, wurde 48 h nach der letzten Medikamenteneinnahme eine
geringfugig erhohte aber nicht signifikante Ausscheidung von 6-beta-
Hydroxycortisol im Urin, ein Marker fur die CYP3A4-Aktivitdt, gemessen
(PELLIZZONI et al., 1996). Aufgrund der nur geringen Anderungen wurde von
den Autoren aber keine gesteigerte CYP3A4-Aktivitat angenommen. Mittels In-
vitro-Untersuchungen an Lebermikrosomen wurde nachgewiesen, dass Re-
boxetin in sehr hohen Dosen einen Hemmeffekt auf CYP2D6 und CYP3A4
ausubt (WIENKERS et al., 1999; RASMUSSEN et al., 2000). Dass die bei uns
festgestellten signifikanten Veranderungen der CYP3A4- Aktivitdt nur bei EM
nicht aber bei IM und PM auftreten, kann durch die erhdhte Ausgangs-
konzentration von DTX bei den EM bedingt sein. DTX, das hier als Substrat
dieser Reaktion fungiert, wird bei diesen Probanden starker metabolisiert als
bei den Ubrigen Personen. Insgesamt lasst sich sagen, dass unter der
Einnahme von Reboxetin scheinbar eine geringe Aktivitatssteigerung von
CYP3A4 stattfindet.
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4.4. Einfluss des CYP2D6- Genotyps auf die Pharmakokinetik der

Antidepressiva Paroxetin und Reboxetin

Anhand der vorliegenden Ergebnisse lasst sich ferner erkennen, dass die
pharmakokinetischen Parameter von Paroxetin, Pra-Dosis-Spiegel und AUD
bei Probanden mit verschiedenem CYP2D6- Genotyp unterschiedlich sind.
Allgemein kann gesagt werden, je niedriger die Aktivitat des CYP2D6 eines
Probanden ist, desto hoher ist der Cmin und die AUD von Paroxetin zu
erwarten. Auch andere Autoren bestatigen diesbeziigliche Erkenntnisse
(SINDRUP et al., 1992; BLOOMER et al., 1992). Bei der Frage nach einer
linearen Korrelation zwischen den MQ des DEX- Abbaus und den pharmako-
kinetischen Parametern Cmin und AUD vor und nach Paroxetineinnahme
stellten wir fest, dass signifikante Korrelationen nach Pearson in der
Paroxetingruppe sowohl in der Kontroll- als auch Behandlungsphase auftraten.
Aus den Korrelationskoeffizienten (r) lasst sich das BestimmtheitsmaR (r?)
errechnen, dessen Wert die wahrscheinliche Vorhersagbarkeit des Pra-Dosis-
Spiegels (Cmin) entspricht. Im Fall der signifikanten Korrelation zwischen Cmin
und den MQ DEX / DTX (r = 0,589; p = 0,002) in der Kontrollphase betréagt r* =
0,347. D.h. der Pra-Dosis-Spiegel von Paroxetin ist mit einer Wahrschein-
lichkeit von 34,7 % mit Hilfe der zugehotrigen Regressionsgeraden vorhersag-
bar. Tatsachlich unterscheiden sich zwar die mittleren Pra-Dosis-Spiegel von
EM (27,4 = 13.7 ng/ml) und IM (42,0 + 16,6 ng/ml) der Paroxetingruppe
signifikant voneinander aber innerhalb der Gruppen mit gemeinsamen
CYP2D6-Genotyp existieren teils erhebliche interindividuelle Schwankungen,
so dass neben der Aktivitat von CYP2D6 auch andere Einfluss nehmende
Faktoren in Frage kommen mussen (KAYE et al., 1989). In einer
vergleichbaren Untersuchung (SINDRUP et al., 1992), ebenfalls mit der
taglichen Gabe von 30 mg Paroxetin im steady state aber alteren, komorbiden
(Diabetes mellitus) Patienten mit Begleitmedikation, lagen die Konzentrationen
bei den drei vorhandenen PM zwischen 108 und 220 ng / ml Paroxetin. Der
Préa-Dosis-Spiegel des einzelnen PM unserer Paroxetingruppe ist mit 56 ng /

ml zwar weitaus geringer als jene Werte aber entspricht trotzdem dem
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Doppelten des mittleren Wertes der EM- Gruppe. Anzumerken ist, dass sich
die Pra-Dosis-Spiegel von drei Probanden mit EM-Genotyp unterhalb der
Nachweisgrenze von 10 ng / ml befanden. Eine ausreichende Compliance der
Medikamenteneinnahme ist gesichert und der MQ DEX / DTX dieser
Probanden ist im Normbereich, so dass sie keinen Ultraschnellmetabolisierer
des CYP 2D6 entsprechen. Errechnet man die Paroxetindosis ,die jeder
Proband pro kg Kérpergewicht erhielt und versucht diese in Zusammenhang
mit dem Pra-Dosis-Spiegel von Paroxetin zu bringen, so ergibt sich nach
Pearson ein Korrelationskoeffizient von r = -0,75 mit einem Bestimmtheitsmal3
von 0,56. D. h. zu 56 % wird die Paroxetinkonzentration von der verabreichten
Dosis bestimmt. Daraus schlussfolgert, dass auch andere Faktoren die
Serumkonzentration von Paroxetin mitbestimmen muissen. Im Falle einer
gewichtsadaptierten Dosierung verkleinert sich der Variationskoeffizient von
50,0 % (ohne Gewichtadaptation) auf 10.1 %, d.h. ein Teil der grol3en
Schwankungen ist dadurch bedingt, dass pro Individuum und nicht
gewichtsadaptiert dosiert wurde. Aul3erdem wird Paroxetin nicht nur Gber CYP
2D6 sondern auch auf einem Nebenweg Uber CYP 3A4 abgebaut. Der
Metabolismus durch CYP 3A4 unterliegt im Allgemeinen grof3en Schwan-
kungen. Dies koénnte auch fir die Substanz Paroxetin der Fall sein. Es ist zu
vermuten, dass interindividuelle Unterschiede im Ausmal3 der Metabolisierung
von Paroxetin zu den unterschiedlichen steady state Konzentrationen von
Paroxetin beitragen.

Hingegen war der Plasmaspiegel des Antidepressivums Reboxetin
unverandert in Abhangigkeit von dem individuellen CYP2D6 Geno- bzw.
Phanotyp und wird dementsprechend, im Gegensatz zu Paroxetin, nicht von
ihm gepréagt. Bei den Probanden mit EM- und IM- Genotyp der
Reboxetingruppe bestand keine signifikante lineare Korrelation nach Pearson
zwischen den MQ des DEX-Abbaus und den pharmakokinetischen Parametern
Cmin und AUD. Nur fur die Probanden mit PM-Genotyp (n = 3) konnte eine
Korrelation zwischen den MQ DEX / 3-MM und dem Cmin (r = -1,000; p =
0,017) festgestellt werden. Das BestimmtheitsmaR betragt hier r* = 1, d.h. mit
der Wahrscheinlichkeit von 100 % lasst sich bei den PM anhand des MQ DEX /
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3-MM der Cmin von Reboxetin vorhersagen, wobei die Untersuchung einer
gréReren Probandenzahl wahrscheinlich kleinere Werte von r? aufweisen
wurde. Die klinische Relevanz dieser Vorhersagbarkeit ist zudem eher gering,
da wie erwdhnt, der Cmin von Reboxetin keine Unterschiede zwischen den

CYP2D6-Genotypen aufweist.
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5. Schlussfolgerung

Anhand der gewonnenen Ergebnisse konnten wir zeigen, dass die Einnahme
des Antidepressivums Reboxetin, im Gegensatz zu einer Therapie mit dem
Antidepressivum Paroxetin, weder einen klinisch relevanten Hemmeffekt auf
das Enzym CYP2D6 bewirkt, noch eine Abhangigkeit seiner Serumkon-
zentration von dem CYP2D6-Geno- bzw. -Phénotyp besteht. Somit bedarf eine
beabsichtigte Therapie mit Reboxetin nach unseren Erkenntnissen keiner
praventiven Genotypisierung von CYP2D6. Darlber hinaus stellten wir fest,
dass unter der Einnahme von Reboxetin eine geringe Aktivitatssteigerung des
CYP3A4 stattfindet.

Bei einer beabsichtigten Therapie mit dem Antidepressivum Paroxetin hin-
gegen ist aufgrund der deutlichen Konzentrationsunterschiede des Paroxetins
zwischen Personen mit verschiedenen CYP2D6-Genotyp die préaventive
Untersuchung des individuellen CYP2D6-Genotyps zur Vermeidung von UAW
sinnvoll und ratsam. Hierflr ist nach unseren Erkenntnissen zum gegenwar-
tigen Zeitpunkt die Phanotypisierung mittels Modellsubstraten der molekular-
biologischen Genotypisierung vorzuziehen, da sie im Individualfall exakter die
zu erwartende Paroxetinkonzentration vermuten lasst und die Risiken einer
solchen Therapie somit besser zu kalkulieren sind.

Zur wirklich erfolgreichen und Uberzeugenden Etablierung genetischer Tests
bedarf es noch einer Reihe prospektiver Studien mit groRen Fallzahlen. Es ist
deshalb von besonderem Interesse, die bestehenden Kenntnisse Uber das
Vorkommen und die Kklinischen Auswirkungen von Enzympolymorphismen

weiter auszubauen und diese in der Arzneimitteltherapie anzuwenden.
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PHANO- / GENOTYPISIERUNG ZUR ABWEHR VON UNERWUNSCHTEN
ARZNEIMITTELWIRKUNGEN AM BEISPIEL ZWEIER ANTIDEPRESSIVA

Zusammenfassung

Die katalytische Aktivitat von Enzymen der Biotransformation hat erheblichen
Einfluss auf erwlnschte und unerwinschte Arzneimittelwirkungen (UAW). Das
Enzym CYP 2D6, eine Isoform des Cytochrom P450, welches am Abbau zahl-
reicher Medikamente, vor allem Psychopharmaka, beteiligt ist, besitzt eine
ausgepragte Anzahl an Polymorphismen. Zudem sind eine Reihe potenter
Hemmstoffe, wie z.B. das Antidepressivum Paroxetin, fur dieses Enzym
bekannt. Fir das Antidepressivum Reboxetin sind dagegen trotz seiner
strukturellen Ahnlichkeit zu Fluoxetin, einem potentiellen Hemmstoff des CYP
2D6, keine Klinisch relevanten inhibitorischen Effekte bekannt. In vivo
Untersuchungen hierzu sind bisher aber nur unzureichend erfolgt. Mit der
vorliegenden Studie sollten zum einen die wechselseitigen Beziehungen von
Genotyp, Phanotyp und Pharmakokinetik eines Medikamentes am Beispiel der
beiden Antidepressiva, Paroxetin und Reboxetin, und zum anderen der mogliche
Einfluss einer therapeutischen Dosis von Reboxetin auf die phéanotypische
Pragung eines Probanden néher untersucht werden.

Methode: Die Charakterisierung der Enzymaktivitat erfolgte mittels der Modell-
substanz Dextromethorphan (DEX). Nach einer Testdosis von 30 mg DEX
wurde 2 Stunden spéater bei gesunden mannlichen Probanden (pro Gruppe
n=25) vor und nach einer 11-tdgigen Einnahme von Reboxetin (6 mg /d),
Paroxetin (30 mg /d) und Placebo die Konzentration der Muttersubstanz
Dextromethorphan und seiner drei Metaboliten Dextrorphan (DTX), 3-Hydroxy-
morphinan (3-HM) und 3-Methoxymorphinan (3-MM) im Serum determiniert.
Simultan wurde der Tagesverlauf der Serumkonzentrationen beider Antide-
pressiva gemessen und anschlieBend die Parameter AUD (9-24 h) und Pra-
Dosis-Spiegel auf eine Korrelation mit den Ergebnissen der Geno- bzw.
Phéanotypisierung Uberpruft. Als Aktivitatsparameter des CYP 2D6 dienten die
Metabolitenquotienten (MQ) von DEX / DTX und 3-MM / 3-HM. Die Parameter
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der CYP 3A4 Aktivitat waren die MQ DEX / 3-MM und DTX / 3-HM. Mit dem
Vergleich der Parameter aus Kontroll- und Behandlungsphase wurde die
phanotypische Pragung durch Einnahme von Paroxetin, Reboxetin oder Placebo
qualitativ und quantitativ untersucht.

Ergebnisse: Mittels Genotypisierung ist eine korrekte genetische Differen-
zierung der Probanden in Langsam- (PM), Intermediar- (IM) und Schnell-
metabolisierer (EM) des Enzyms CYP 2D6 mdoglich. Die Genotyp-Phénotyp-
Korrelation bezuglich der PM- Differenzierung betrug 100 %. Eine Beurteilung
der tatsédchlichen metabolischen Kapazitat eines CYP 2D6- IM kann jedoch
mittels einer durchgeflhrten Phanotypisierung eindeutig genauer als mit einer
bloRen Genotypisierung erfolgen, denn es zeigte sich vereinzelt, dass
genotypisch als IM charakterisierte Probanden phanotypisch Schnellmeta-
bolisierer des CYP 2D6 darstellten und umgekehrt einige EM- Genotypen eine
verminderte  Enzymaktivitat aufwiesen. Urséchlich sind  hierfir  die
unterschiedlichen Aktivitaten intakter Allele. Eine Phanotypisierung sowohl fir IM

als auch EM erscheint deshalb sinnvoll.

Der Pra-Dosis-Spiegel von Paroxetin wird im Mittel deutlich durch den Genotyp

und Phanotyp gepragt. Die Phéanotypisierung mittels DEX- Test kann aber im

Individualfall den Pra-Dosis-Spiegel, auf3er bei Langsammetabolisierern, nicht

vorhersagen. Andere Faktoren — aul3er der Aktivitat von CYP 2D6 — scheinen diesen

Parameter zusatzlich zu beeinflussen.

Der Pra-Dosis-Spiegel von Reboxetin wird nicht von der Aktivitdt des CYP 2D6

gepragt. Veranderungen im Sinne einer Hemmung der Enzymfunktion unter dem

Einfluss von Reboxetin (intraindividueller Paarvergleich) waren im Ausmal} viel

geringer im Vergleich zum bereits bekannten Paroxetin-Effekt. Die vorliegenden

Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass die Einnahme des Antidepressivums

Reboxetin, im Gegensatz zu einer Therapie mit dem Antidepressivum Paroxetin,

weder einen Klinisch relevanten Hemmeffekt auf das Enzym CYP 2D6 bewirkt,

noch eine Abhéangigkeit seiner Serumkonzentration von dem CYP 2D6 Geno- bzw.

Phanotyp besteht.
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