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1 Einleitung

1.1 Das Cytochrom P450-Enzymsystem des Menschen

Die Arzneimittelwirkung im menschlichen Organismus wird durch eine Vielzahl von
Faktoren determiniert. Jeder Mensch vereint in sich eine individuelle Kombination
dieser Faktoren, wie z.B. Geschlecht oder ethnische Abstammung. AuBlerdem ist der
Organismus einer Fiille nicht genetisch bedingter FEinflussfaktoren etwa den
Erndhrungsgewohnheiten, Krankheiten oder zahlreichen Umwelt- und Genussgiften
ausgesetzt. Die Wirkung eines Pharmakons zwischen einzelnen Individuen ist daher
trotz gleicher Dosis haufig variabel und manchmal sogar unvorhersagbar.'

Die Verstoffwechslung von Arzneistoffen stellt hdufig den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt bei der Eliminierung einer Substanz oder der Bildung aktiver
Metabolite dar. Aus diesem Grund hat die Variabilitit des enzymatischen Metabolismus
einen entscheidenden Anteil an den beobachteten interindividuellen Unterschieden der
Arzneimittelantwort.” Einen besonderen Stellenwert innerhalb des Metabolismus
nahezu aller Arzneistoffe nimmt das Cytochrom P450-System ein. So wird geschitzt,
dass es fiir 70-80% aller Phase-I-Umwandlungen klinisch relevanter Pharmaka
verantwortlich ist.’

Die Entdeckung der Cytochrom P450-Enzyme durch Klingenberg datiert aus dem
Jahr 1958. Dieser fand ein Kohlenmonoxid-bindendes Pigments in der mikrosomalen
Fraktion von Rattenlebern, das in seiner reduzierten Form ein Absorptionsmaximum
von 450 nm besal3. Das zunidchst noch ,,Mikrosomales Kohlenmonoxid-bindendes
Pigment* terminierte Enzym erhielt seinen endgiiltigen Namen im Jahre 1962, nachdem
Omura und Sato es als Himprotein identifizieren konnten.”

Heute ist bekannt, dass CYP-Enzyme — {iber den gesamten Organismus verbreitet —
vornehmlich in der Phospholipidmatrix des glatten endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert sind. Einige CYPs werden als Komponenten der Atmungskette auch in den
inneren Membranen der Mitochondrien exprimiert. Die Lokalisation in Biomembranen
bedingt den hydrophoben Charakter der CYPs und dadurch auch ihre primire Funktion
im Arznei- und Fremdstoffmetabolismus, ndmlich der Biotransformation lipophiler
Substrate in polarere Metabolite — ein Verfahren, das sich im Laufe der Evolution zur
Verbesserung der renalen Eliminierung von Xenobiotika bewéhrt hat.

Die Proteine bestehen aus einem ungefihr 480 bis 560 Aminosduren groflen



Apoprotein und enthalten eine prosthetische Himgruppe. Das Ham besteht aus einem
Protoporphyrin IX-Ring mit einem zentralen Eisenatom als Chelatliganden. Die beiden
freien Koordinationstellen des Eisenatoms werden mit einer Cystein-Thiolgruppe bzw.
einem Wassermolekiil besetzt. Letzteres wird wihrend der Katalyse durch das
Substratmolekiil verdrangt. Um im endoplasmatischen Retikulum katalytisch aktiv sein
zu konnen, benétigt ein CYP-Enzym neben dem P450 eine NADPH-abhdngigen
Cytochrom P450-Reduktase. Dies ist ein Flavoprotein, welches pro Mol Apoprotein
1 Mol Flavinadenindinucleotid und 1 Mol Flavinmononucleotid als prosthetische
Gruppen gebunden enthdlt. Die fiir den Katalysemechanismus notwendige
Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen wird durch die in der Biomembran
enthaltenden Phospholipide, insbesondere Phosphatidylcholin, erleichtert. Bei einer
Oxygenisierungsreaktion wird ein Sauerstoffmolekiil gespalten, wobei das eine Atom
auf das Substrat tibergeht und das andere als Teil eines Wassermolekiils abgegeben

wird. Der Katalysezyklus von CYP besteht aus mindestens sieben Schritten:’

Bindung des Substrats an die Fe(IlI)-Form des Enzyms

Reduktion des Fe(IlI) zu Fe(Il) durch Elektroneniibertragung

Bindung eines Sauerstoff-Molekiils an das Enzym

Bindung eines Elektrons und eines Protons an das Eisenatom
Wasserabspaltung aus dem Enzymkomplex unter Spaltung der O-O-Bindung
Oxidation des Substrates durch den Enzymkomplex

NS A -

Abspaltung des Substrates

Die Reduktionsdquivalente in Form von NADPH werden von der Cytochrom P450-
Reduktase bereitgestellt.

Zu den oxidativen Biotransformationen, die durch CYP-Monoxygenasen vermittelt
werden gehdren neben der Aromaten- und Seitenkettenhydroxylierung auch die N-, O-
und S-Desalkylierung, die N-Oxidation, die Sulfoxidation, die Epoxidierung, die N-
Hydroxylierung, die Desaminierung, die Dehalogenisierung und die Desulfurierung.
Die Implementierung von Hydroxylgruppen in ein vormals lipophiles Molekiil bildet
hiufig die Basis fiir die Konjugation des Phase-I-Metaboliten mit Glucuronsiure oder
Sulfongruppen im Rahmen der Phase-II-Biotransformation. Viele Reduktionsreaktionen
werden ebenfalls durch CYP-Enzyme ermdglicht. Die CYPs nehmen daher eine
Schliisselstellung in der Biosynthese und Biotransformation unzdhliger endogener und

exogener Substrate ein. Dariiber hinaus scheinen sie essentiell fiir das Uberleben



samtlicher eukaryoter Lebewesen zu sein, denn sie konnten ubiquitir im gesamten Tier-
und Planzenreich sowie in Bakterien nachgewiesen werden.* ’ Die Liste endogener
Substrate umfasst zahlreiche wesentliche Intermedidr- und Endprodukte des
Stoffwechsels: Arachidonsdure und Eicosanide, Cholesterin und Gallenséduren, Steroide,
Vitamin Ds-Derivate, Retinoide und Uroporphyrinogene. Des weiteren sind die CYPs
entscheidend an der Biotransformation und Entgiftung mannigfaltiger exogener
Verbindungen und Schadstoffe, darunter auch Arzneistoffe (siche oben), beteiligt.® Im
menschlichen Organismus besitzt demzufolge die Leber als Zentrum der
Biotransformation den hdochsten Gehalt und die hochste Aktivitit an CYP. Eine
vergleichsweise hohe Expression von CYP-Protein weisen ferner vor allem diejenigen
Organe und Gewebe auf, welche entweder einer besonders hohen Xenobiotikabelastung
ausgesetzt sind oder besonders empfindlich auf chemische Noxen reagieren. Die
enzymatische Barrierefunktion der CYPs ist daher besonders ausgeprigt im
Respirations- und Gastrointestinaltrakt bzw. in Hirnregionen, die nicht von der Blut-
Hirn-Schranke geschiitzt werden (z.B. Area postrema).”!

Neben einer Detoxifizierung kann es durch die Aktivitdt der CYPs aber auch zur
,Qiftung” vormals unschidlicher Substanzen kommen. Die Mitwirkung bei der
metabolischen Aktivierung von Prakanzerogenen, wie etwa den Aflatoxinen oder
Nitrosaminen, aber auch die therapeutisch erwiinschte Bioaktivierung bestimmter
Zytostatika (z.B. Cyclophosphamid oder Tamoxifen), konnen hierfiir als Beispiele
angefiihrt werden.'>

Die standardisierte Nomenklatur der CYP-Enzyme richtet sich nach der Homologie
threr Aminosduresequenzen. Alle Enzyme erhalten den Prifix ,,CYP*, gefolgt von einer
arabischen Ziffer, welche ihre Zugehorigkeit zu einer bestimmten Genfamilie angibt.
Aus einer Genfamilie stammen alle Enzyme, deren Aminosiuresequenz zu 40% oder
mehr identisch ist. Darauf folgt ein Buchstabe fiir die Subfamilie, deren Sequenz zu
mehr als 55% tibereinstimmen muss. Abschliefend folgt eine weitere arabische Ziffer,
die das individuelle Enzym kennzeichnet. Fiir jedes Enzym wird das hdufigste oder
auch Wildtyp-Allel mit *1 bezeichnet. Alle Allelvarianten werden in der Reihenfolge
ihrer Entdeckung bzw. Beschreibung durchnummeriert (*2, *3, ... etc.).®

Im Menschen sind zur Zeit (Dezember 2005) 18 verschiedene Genfamilien und 42
Subfamilien von CYP-Enzymen bekannt. Diese codieren 59 verschiedene aktive Gene
und 48 Pseudogene.’” Ungeachtet dessen scheinen lediglich die Familien CYP1, CYP2

und CYP3 einen nennenswerten Anteil am Arzneistoffmetabolismus zu haben. Dariiber



hinaus weisen sie im Gegensatz zu den {ibrigen Familien, die allesamt von Bedeutung

fiir den endogenen Stoffwechsel sind, eine relativ geringe Affinitét zu ihren Substraten

auf.
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Abbildung 1. Relative Haufigkeit und Bedeutung der wichtigsten arzneistoffmetabolisierenden
Cytochrom P450-Enzyme ***

Eine Darstellung der relativen Héufigkeit der wichtigsten CYPs in der Leber,
einschlieBlich ihrer relativen Bedeutung fiir die durch CYP vermittelte
Biotransformation von 315 exemplarisch ausgesuchten Pharmaka aller therapeutischen
Klassen befindet sich in Abbildung 1. Auffallig ist, dass kein direkter Zusammenhang
zwischen der Menge hepatischer CYPs und ihrer relativen Bedeutung fiir den

Arzneistoffmetabolismus besteht.



1.2 Einflussfaktoren auf die Variabilitat von CYPs

Wie bereits in Abschnitt 1.1 erwédhnt, ist die individuelle Variabilitidt der CYP-Enzyme
ein wesentlicher Faktor fiir die markanten interindividuellen Unterschiede der
Biotransformation von Arzneistoffen. Hierfiir ist hdufig — von bedeutenden Ausnahmen
wie etwa CYP3A4 abgesehen — der stark ausgeprigte Polymorphismus der fir CYP
codierenden Gene, d.h. die genetisch inhdrente Variabilitdit der CYP-Aktivitit,
verantwortlich." Kaum weniger bedeutsam fiir eine variable Arzneimittelantwort ist die
Interaktion von Arzneistoffen mit Umweltgiften, Nahrungsbestandteilen oder anderen
Pharmaka. Die Féhigkeit jedes einzelnen CYPs, den Metabolismus einer Vielzahl
strukturell und pharmakologisch verschiedener Substrate zu vermitteln, bildet die
Grundlage von wechselseitiger Induktion oder Inhibition.® Besonders ausgeprigt ist die
potentielle Gefahr klinisch relevanter Wechselwirkungen im Rahmen von Multidrug-
Therapieschemata, wie sie zum Beispiel im Rahmen einer immunsuppressiven oder
antiretroviralen Therapie Anwendung finden. Weiterhin kénnen Faktoren wie Alter,
Geschlecht, ethnische Herkunft oder Krankheitszustand erheblichen Einfluss auf die
Aktivitdt der CYP-Enzyme ausiiben.

1.2.1 Polymorphismus

Das Auftreten erblich bedingter Allelvarianten, sogenannter Polymorphismen, konnte
fiir alle arzneistoffmetabolisierenden Enzyme nachgewiesen werden. Polymorphismen
sind definitionsgemif3 genetische Varianten mit einer Haufigkeit von mindestens 1%
und basieren zum Grofteil auf Punktmutationen einzelner Basenpaare im DNA-Strang,
auch SNP (single nucleotide polymorphism) genannt. Im Falle der CYPs wurden auf
SNPs beruhende Mutationen gefunden, die zu verlagerten splice sites, frameshift
mutations, verfrithten stop codons oder sogar zur kompletten Genausléschung und somit
zu nicht funktionsfihigen bzw. nicht vorhandenen CYP-Proteinen fithren.! SNPs
konnen aber auch, wie im Falle von CYP2C9"  oder CYP2D616,
Aminoséduresubstitutionen verursachen, die in einer qualitativ und quantitativ
verdanderten katalytischen Aktivitit im Vergleich zum Wildtyp resultieren. Daneben
fiihren manche SNPs zu einem sogenannten stillen Polymorphismus, bei dem der
Austausch von Nukleotiden nicht zu einem Austausch von Aminosduren fiihrt.
Besonders einflussreich ist die Lokalisation der Substitution im CYP-Protein. So ist

beispielsweise ein Austausch in der Substraterkennungsdoméne eher mit einer



schwerwiegenden Alteration der Funktionalitidt verbunden, als ein Austausch an einer
anderen Stelle im Protein.'

Die Identifizierung von Polymorphismen bei arzneistoffmetabolisierenden Enzymen
ermoglicht die Finteilung einer Population in verschiedene Gruppen mit
charakteristischer enzymatischer Aktivitit (Phidnotypen). Diejenigen Personen, die zu
einer normalen Metabolisierung befdhigt sind, da ihr CYP-Enzym von zwei aktiven
Wildtyp-Allelen codiert wird, nennt man extensive metabolizer (EM). Dagegen werden
Individuen mit zwei mutierten wenig aktiven oder génzlich inaktiven Allelen als poor
metabolizer (PM) bezeichnet. Die sogenannten intermediate metabolizer (IM) sind
heterozygot fiir ein aktives und ein defizientes Allel und stehen hinsichtlich ihres
Vermdgens, Substrate zu verstoffwechseln, zwischen den EM und PM. Sie werden
manchmal auch als heterozygote EM bezeichnet. Einen Sonderfall stellen die
sogenannten ultrarapid metabolizer (UM) dar. Aufgrund einer Genmultiplikation wird
bei ihnen das Gen mehrfach exprimiert. Sie sind daher zu einer erhdhten
Stoffwechselleistung féhig.

Die weitreichenden klinischen Auswirkungen eines genetisch bedingten
Polymorphismus werden besonders beim hochgradig polymorphen CYP2D6 offenbar,
welches am Metabolismus von bis zu 25%" aller klinisch relevanten Pharmaka beteiligt
ist. Die genetischen Varianten der CYP2D6-Aktivitit konnen in Kategorien mit
abwesender, verminderter, normaler, erhdhter oder qualitativ verdnderter Aktivitét
eingeteilt werden. Wahrend das *5-Allel fiir eine vollkommene Abwesenheit von
CYP2D6-Protein verantwortlich ist (PM-Phénotyp), sorgt das Allel *2 bei tiber 5% aller
Europider und bis zu 30% aller Athiopier fiir bis zu 12 zusitzliche Genkopien (UM-
Phinotyp).® Die Auswirkungen auf den von CYP2D6  vermittelten
Arzneistoffmetabolismus sind dramatisch. So existieren Dosisempfehlungen fiir
zahlreiche Neuroleptika und Antidepressiva (z.B. Imipramin, Olanzapin oder Doxepin)
die sich um den Faktor 5 bis 6 zwischen dem PM- und dem UM-Phénotyp

. 1
unterscheiden.!’

1.2.2 Induktion

Die meisten fremdstoffmetabolisierenden CYPs sind durch Xenobiotikabelastung des
Organismus zur verstirkten de novo-Exprimierung von Enzymprotein fahig. Diese
Enzyminduktion fiihrt zu einer erhohten Geschwindigkeit der Biotransformation,

wodurch die Konzentration des Ausgangssubstrats rascher abnimmt. Ein derartiges



positives Feedback auf Umweltgifte, schddliche Nahrungsbestandteile, aber auch
zahlreiche Arzneistoffe, ist als entwicklungsgeschichtliche Adaption auf erhohte
Fremdstoffbelastungen des Korpers zu interpretieren. Einige Arzneistoffe konnen
sowohl die Biotransformation anderer Verbindungen wie auch ihre eigene
Metabolisierung induzieren. Beispiele fiir diese sogenannte Autoinduktion sind
Carbamazepin'®, Ifsofamid" und Artemisinin®’. Weiterhin sind viele CYP-Induktoren
fiir eine Co-Induktion von Phase-II-Enzymen, wie etwa den Uridin-5'-diphosphat-
Glucuronosyltransferasen (UGT) oder Glutathion-S-Transferasen verantwortlich.*'
Auch eine simultane Induktion zahlreicher Phase-III-Transporter wurde beobachtet. Die
koordinierte Aktivierung einer umfassenden Biotransformations- und Tranportkaskade
erhoht die Effizienz der Entgiftung schidlicher Umwelteinfliisse.*

Ein Anstieg der CYP-Proteinexpression wird flir gewohnlich transkriptional
kontrolliert. Dabei binden die Substrate an cytosolische Rezeptoren. Diese dimerisieren
dann mit je einem weiteren cytosolischen Rezeptor zu Homo- bzw. Heterodimeren. Der
resultierende Rezeptorkomplex kann dann mit dem response element eines DNA-
Promoters interagieren und dadurch die Transkription aktivieren.

Die Expression von CYP1-Genen wird unter dem Einfluss zahlreicher polyzyklischer
Aromaten, wie sie im Zigarettenrauch oder holzkohlegegrilltem Fleisch enthalten sind,
durch den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) vermittelt.® Die Promotoren der CYP-
Familien 2 und 3 werden dagegen durch den konstitutiven Androstan-Rezeptor (CAR)
und den Pregnan X-Rezeptor (PXR), bzw. deren Heterodimere mit dem Retinoid X-
Rezeptor (RXR), aktiviert. Die induzierenden Liganden unterscheidet man in den
Phenobarbital-Typ (CAR) sowie den Dexamethason- und Rifampicin-Typ (PXR).*!

Die Interaktionen diverser CYP3A4-Substrate mit Inhaltsstoffen des Johanniskrauts
(Hypericum perforatum) stellen prominente Beispiele fiir die gravierenden klinischen
Folgen von auf CYP-Induktion beruhenden Arzneistoffwechselwirkungen dar.
Hyperforin, ein Inhaltsstoff des Johanniskrautextrakts, ist ein potenter Aktivator des
PXR und beschleunigt dadurch die Biotransformation gleichzeitig verabreichter
CYP3A4-Substrate. Als Konsequenz wurden TransplantatabstoBungen und
ungewollte Schwangerschaften infolge einer erhohten Cyclosprin bzw. Ethinylestradiol-

Clearance unter Johanniskrautselbstmedikation beschrieben.?* %



1.2.3 Inhibition

Wann immer mehrere verschiedene Arzneistoffe zeitnah eingenommen werden, besteht
die Gefahr ungewollter Arzneistoffinteraktionen in Form einer Hemmung des
Metabolismus dieser Arzneistoffe. Denn ebenso wie zwei Pharmaka um
Bindungsstellen an Rezeptoren oder Plasmaproteinen konkurrieren, kdnnen sie auch um
das katalytische Zentrum eines arzneistoffmetabolisierenden Enzyms konkurrieren. Die
geringe Substratspezifitit der CYPs (siehe Kapitel 1.1) ist ein zusitzlicher Faktor fiir die
groBe Anzahl klinisch bedeutender Interaktionen, die auf Inhibition von CYPs beruhen.’
Durch eine Hemmung der Enzymaktivitit kommt es, im Gegensatz zu Induktion, zu
einem verlangsamten Abbau der Ausgangssubstanz(en). Die Folgen reichen von einer
verlingerten = pharmakologischen =~ Wirkung bis zur  erhohten  Inzidenz
arzneistoffvermittelter Toxizitdt. Der Mechanismus der Inaktivierung kann grob in zwei
verschiedene Typen eingeteilt werden: die reversible und die irreversible Inhibition.

Beide Typen unterscheiden sich grundlegend in ihren Konsequenzen. Die reversible
Inhibition beruht auf einem kompetitiven Mechanismus und hilt nur vorriibergehend an.
Nachdem der Inhibitor eliminiert wurde, besitzt das jeweilige CYP wieder seine volle
Aktivitdt. AuBerdem kann der Inhibitor (zumindest theoretisch) durch eine
Konzentrationserhohung des Substrates aus der Enzymbindung verdriangt werden. Die
Wirkung eines irreversiblen Inhibitors hélt dagegen auch nach dessen Elimination an
und kann nicht durch Erhéhung der Substratkonzentration antagonisiert werden. Der
einzige Weg zur Wiederherstellung der Enzymaktivitét ist die de novo-Biosynthese von
Enzymprotein. Aus diesem Grund ist die irreversible Hemmung von CYP hiufiger mit
Arzneistoffinteraktionen behaftet als die reversible.”®

Ein bekanntes Beispiel fiir die schwerwiegenden Konsequenzen einer
Arzneistoffinteraktion durch CYP-Inhibition ist die Wechselwirkung zwischen dem H;-
Antihistaminikum Terfenadin und dem Antimykotikum Ketoconazol. Das CYP3A4-
Substrat Terfenadin unterliegt einem ausgeprégten first pass-Metabolismus und wird in
der Leber schnell und nahezu vollstindig in einen aktiven Metaboliten (Fexofenadin)

<" Wird die Biotransformation

und in einen inaktiven Metaboliten biotransformiert.
durch das Imidazol-Derivat Ketoconazol gehemmt, steigt die Plasmakonzentration der
Muttersubstanz Terfenadin deutlich an. Dadurch kann es zu einer Blockade
myokardialer Kalium-Kanéle kommen. Die Folge ist eine verldngerte QT-Zeit, die in
lebensbedrohliche Kammertachykardien vom Typ Torsade de pointes mit teilweise

fatalem Ausgang miinden kann.**2*



In manchen Féllen ist die Hemmung einer CYP-Isoform jedoch therapeutisch
erwiinscht, etwa in der fixen Kombination der beiden Proteaseinhibitoren Lopinavir und
Ritonavir (Kaletra®). Dabei stellt das Lopinavir die eigentlich antiretroviral wirksame
Komponente dar. FEine alleinige Applikation kommt aber wegen der hohen
metabolischen Labilitdt des Lopinavirs gegeniiber CYP3A4 nicht in Frage. Die
Coadministration von Ritonavir, einem potenten Suizidinhibitor des CYP3A4s, hemmt
die Biotransformation der Lopinavirs und verringert dadurch dessen Clearance um ein

. 2
vielfaches.?*°

1.24 Sonstige Einflussfaktoren
1.2.4.1 Geschlecht und Alter

Generell ist zu konstatieren, dass die Datenlage hinsichtlich des Einflusses von
Geschlecht und Alter auf die Aktivitit arzneistoffmetabolisierender CYPs nicht immer
eindeutig und haufig sogar widerspriichlich ist. Hiefiir mag der relativ geringe Anteil
dieser Faktoren an der allgemein sehr hohen Schwankung der CYP-Aktivitit zwischen
einzelnen Individuen verantwortlich sein.’’ Als weitere bedeutende geschlechts- und
altersabhidngige EinflussgroBen sind anzufiihren: Unterschiede in Korperwasser- und
Korperfettgehalt, abweichende Plasmaeiweilbindung oder ein schwankender
Hormonspiegel. Nicht alle Studien weisen eine angemessen hohe Fallzahl auf, die
dieser Tatsache Rechnung tragen. AuBerdem kann es zur gegenseitigen Uberlagerung
der Faktoren kommen, wenn keine ausreichende Stratifizierung in Subgruppen
vorgenommen wird.”> Dennoch gibt es eine gewisse Konsistenz in der Datenlage fiir
beide Faktoren.

Durch die autosomal rezessive Natur der Vererbung von CYP-Polymorphismen ist
die Haufigkeit einzelner Genotypen prinzipiell unabhéngig vom Geschlecht. Da jedoch
auch Menge, Lokalisation und Aktivitit einzelner CYP-Isoformen genetisch
determiniert sind, konnten geschlechtsspezifische Unterschiede insbesondere fiir
CYP1A2, CYP2EI und CYP3A festgestellt werden. So ist eine allgemein niedrigere
Aktivitit und Induzierbarkeit von CYP1A2 bei Frauen durch zahlreiche Studien

3133 Frauen scheinen auBerdem eine geringere CYP2E1-Aktivitit aufzuweisen.

belegt.
Dagegen wurde eine, im Vergleich zu ménnlichen Studienteilnehmern, um 20-50%
erhdhte in vivo-Clearance fiir zahlreiche CYP3A-Substrate, wie zum Beispiel Nifedipin,

Verapamil und Methylprednisolon gefunden.”
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Neugeborene und Kleinkinder weisen eine zum Teil stark abweichende Expression
und Aktivitit einzelner CYP-Isoformen auf. So enthilt die Leber von Neugeborenen in
den ersten Wochen nach der Geburt noch groBe Mengen des fotalen Haupt-CYPs
CYP3A7, bevor dessen Anteil langsam abnimmt und durch CYP3A4 ersetzt wird. Die
auffilligsten Unterschiede gegeniiber Erwachsenen bestehen jedoch fiir CYP1A2 und
CYP2EI. Beide Enzyme sind in den Lebern von Neugeborenen nicht nachweisbar.
Zudem ist die Aktivitdt von CYP2C9, CYP2C19 und CYP2D6 kurz nach der Geburt bis
zu dreimal geringer als bei Erwachsenen. Eine Angleichung auf Erwachsenenniveau
findet jeweils erst in den folgenden Lebensjahren statt.* >

Auch in spiteren Lebensjahrzehnten unterliegt die Aktivitdt einzelner CYPs einer
altersbedingten Fluktuation. Jedoch ist die Studienlage hinsichtlich der Richtung des
Effekts (Zu- oder Abnahme) nicht eindeutig. Fiir CYP2C19 wurde eine signifikant
niedrigere Aktivitit bei Probanden iiber fiinfzig Jahren gefunden. Unterstiitzt wird diese
Beobachtung durch zahlreiche Studien, in denen eine allgemeine Aktivititsabnahme
arzneistoffmetabolisierender CYPs bei élteren Probanden (>70 Jahre) festgestellt
werden konnte.” Im Gegensatz dazu wurden auch erhohte Metabolisierungsraten im
Alter, z.B. fiir Substrate von CYP2E1 und CYP3A4, vorgefunden.’’

Die zum Teil betrdchtlichen ethnischen Unterschiede im Metabolismus vieler
Arzneistoffe beruhen zu einem Grof3teil auf der stark abweichenden Verteilung und
Haufigkeit genetischer Polymorphismen zwischen Asiaten, Schwarzafrikanern,
Kaukasiern und anderen ethnischen Gruppen. So ist die immer wieder beobachtete
niedrigere CYP2D6-Aktivitdt von Asiaten im Vergleich zu Kaukasiern insbesondere
mit dem wesentlich hdufigerem Auftreten des funktionell beeintrichtigten CYP2D6*10-
Allels (50% vs. 5%) verbunden.*

1.24.2 Krankheit

Im Rahmen von Entziindungsreaktionen wie auch zahlreicher viraler, bakterieller oder
parasitischer Infektionen, kommt es im Regelfall neben einer Verdnderungen der
Plasmaproteinzusammensetzung, des interstitiellen Fliissigkeitsvolumens, des pH-
Wertes und der Gewebeperfusion auch zur merklichen Aktivitdtsabnahme zahlreicher
CYPs.”” Beispielsweise wurde eine signifikant niedrigere Aktivitit von CYP3A4 und
CYP2D6 bei Hepatitis-B-Patienten im Vergleich zu gesunden Testpersonen
nachgewiesen. Dieser Unterschied verschwand bei 50% aller Patienten nach

einmonatiger Behandlung der Hepatitis mit Interferon-alpha und Ribavirin.*® In einer
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anderen Studie wurde eine inverse Korrelation der Aktivitit von CYP2C19 mit den
Plasmaspiegeln der entziindungsvermittelnden Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und
TNF-o (Tumornekrosefaktor-a) bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz
beobachtet.”

Auch Lebererkrankungen setzen den durch CYp vermittelten
Arzneistoffmetabolismus herab. Dabei korreliert die Aktivitditsabnahme mit der
Schwere der Lebererkrankung. Bei zirrhotischen Patienten scheint insbesondere die
metabolische Clearance fiir Substrate von CYP1A2, CYP2C19 und CYP3A reduziert zu

sein.*

1.2.4.3 Nahrungs- und Genussmittel

Neben zahlreichen Arzneistoffen besitzen auch viele Inhaltsstoffe von Nahrungs- und
Genussmitteln die Fahigkeit, CYPs Enzym-spezifisch zu inhibieren bzw. zu induzieren.
Eine Vielzahl klinisch relevanter Interaktionen sind die Folge.

Ein besonders ausfiihrlich beschriebenes Phdnomen ist die Induktion von CYP1A2
durch Tabakrauch, bzw. die in ihm enthaltenden polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffe. Es existieren Fallbeispiele, in denen eine abrupte Beendigung
dieser Induktion durch plétzlichen Verzicht auf Zigarettenkonsum zu schweren UAW
infolge stark erhohter Plasmaspiegel des CYP1A2-Substrats Clozapin fiihrte.*' Ferner
sind gemeinsame Inhaltsstoffe von Brokkoli, Rosenkohl und anderen Kohlgemiisen fiir
eine CYP1A2-Induktion verantwortlich. Dariiber hinaus ist Ethanol in der Lage
CYPI1E2 zu induzieren.*

Im Gegensatz dazu ist der Konsum grapefruithaltiger Getrdnke und Speisen mit einer
Inhibition von intestinalem CYP3A4 verbunden. Die Folge ist eine teilweise
ausgeprigte Erhohung der Bioverfiigbarkeit von Substanzen wie Felodipin, Nicardipin,

. . . . . . 4
Simvastatin, Lovastatin, Diazepam oder Saquinavir. 3
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1.3 Phanotypisierung

Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW) sind ein ernsthaftes gesellschaftliches
Problem. So wird geschitzt, dass sie jahrlich fiir mehr als 100.000 Todesfille alleine in
den Vereinigten Staaten von Amerika verantwortlich sind und die US-Gesellschaft bis
zu 100 Milliarden Dollar pro Jahr kosten. Ferner stellen sie den Grund fiir 13% aller
Einweisungen in internistische Krankenhausabteilungen in Schweden und 7% aller
Krankenhauseinlieferungen in GroBbritannien dar.'* Auch wenn bestimmte UAW als
unvermeidbar gelten, hilft eine optimierte Arzneimitteltherapie, die sich ausschlieBlich
an den individuellen Bediirfnissen jedes einzelnen Patienten orientiert, UAW zu
vermeiden. Wie in Kapitel 1.2 darlegt, ist der individuelle Dosisbedarf jedes Patienten
durch  verschiedene FEinflussfaktoren — v.a. durch die Aktivitdit der
arzneistoffmetabolisierenden CYPs — determiniert und daher auflerordentlich variabel.
Dieser Tatsache wird jedoch nur selten Rechnung getragen. Im Regelfall wird vielmehr
eine empirisch ermittelte Standarddosis ohne Kenntnis der individuellen Besonderheiten
des Patienten verabreicht. Die Wahl der Standarddosis beruht auf der Mutmafung, dass
sie die optimale Dosierung fiir den Bevolkerungsdurchschnitt darstellt. Unter diesen
Bedingungen ist eine Dosisindividualisierung nur retrospektiv durch Beobachtung des
therapeutischen Effekts oder eventuell auftretender UAW moglich. Nur wenigen
Arzneistoffen mit besonders geringer therapeutischer Breite ist eine Therapiekontrolle
mittels Therapeutischem Drug Monitorings vorbehalten.** Es wire daher von groBem
therapeutischen Nutzen, die hochvariable Arzneistoffantwort sowie mogliche
Interaktionen zwischen gemeinsam verabreichten Arzneistoffen individuell vorhersagen
zu konnen. Potentielle UAW konnten so schon im Vorfeld einer Behandlung evaluiert
und vermieden werden. AuB3erdem konnte ein solcher Ansatz dabei helfen, teure, aber
unterdosierte, Therapien zu optimieren.

Die Auswertung zahlreicher Studien ergab, dass 59% aller haufig in UAW-Studien
angefiihrten ,,Problem“-Arzneistoffe durch polymorphe Phase-I-Enzyme, darunter zu
86% CYPs, verstoffwechselt werden.” Der genetische Polymorphismus
arzneistoffmetabolisierender CYPs ist demzufolge einer der Hauptgriinde fiir die groflen
interindividuellen Wirkungsschwankungen zahlreicher Pharmaka. Einfache und
preiswerte DNA-Tests zur verldsslichen Identifizierung aller relevanten CYP-
Allelvarianten wurden entwickelt. Dieser, auch Genotypisierung genannte, Ansatz hat

jedoch einen entscheidenden Nachteil: Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, ist der
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Genotyp neben zahlreichen anderen Faktoren nur eine Determinante des Phianotyps und
deshalb lediglich in dem AusmaB klinisch relevant, wie er den Phinotyp vorhersagt.*®
Die Problematik wird besonders am Beispiel von CYP3A4 und CYP1A2 deutlich.
Beide Enzyme, die zusammen hauptverantwortlich fiir den Metabolismus von mehr als
55%" aller Arzneistoffe sind, weisen keinen relevanten funktionellen Polymorphismus
auf. Dennoch kann ihre Aktivitit bis zu 100% (CYP3A4)" bzw. 60% (CYP1A2)*
innerhalb einer Population variieren.

Die tatsdchliche metabolische Kapazitét eines arzneistoffmetabolisierenden Enzyms
kann in vivo durch Verabreichung selektiver Testsubstrate ermittelt werden. Die
gewonnenen  pharmakokinetischen = Parameter  dienen  anschlieBend  zur
Aktivitdtsbestimmung des jeweiligen Enzyms. Ein Vorgehen nach diesem Muster wird
»~Phénotypisierung® genannt. Da im Rahmen einer Phénotypisierung intrinsische und
extrinsische Einfliisse gleichermallen beriicksichtigt werden, liefert sie eine
Momentaufnahme der gegenwértigen Enzymaktivitit. Diese Eigenschaft macht die
Phénotypisierung zu einem wichtigen Werkzeug der Grundlagenforschung und
Arzneistoffentwicklung. Sie wird eingesetzt, um die Beeinflussung des CYP
vermittelten Arzneistoffmetabolismus durch Faktoren, wie Alter, Krankheitszustand
oder Nahrungsaufnahme, abzuschitzen und die Beziehung zwischen der Aktivitdt
bestimmter CYPs und Erkrankungen (z.B. Krebs) zu untersuchen.' AuBerdem gibt es
Ansitze, die mit Hilfe einer Phénotypisierung bestimmte metabolische Kapazitit
einzelner Organe als funktionellen Test fiir die Organfunktion anzuwenden.**

Von besonderem therapeutischen Interesse sind jedoch phénotypische
Untersuchungen zur Vorhersage toxischer Reaktionen bzw. eines Therapieversagens in
Folge konventioneller Arzneistoffdosierungen. In den letzten Jahrzehnten wurden aus
diesem Grund unzidhlige klinische Studien durchgefiihrt. Ziel dieser Studien war die
Etablierung ,,alltagstauglicher* Phanotypisierungsparameter, mit einer moglichst hohen
pradiktiven Aussagekraft fiir die Aktivitidt einzelner CYPs. Doch trotz des klaren
Zusammenhangs, welcher in einigen Féllen zwischen der durch Phinotypisierung
ermittelten Aktivitdt einiger CYPs und dem Risiko fiir schwere UAW gefunden
wurde,” hat sich die Phénotypisierung — dhnlich wie die Genotypisierung — selbst vor
Beginn mit schweren Nebenwirkungen behafteter Therapien im klinischen Alltag nicht
durchgesetzt.*

Eine wachsende Bedeutung kommt der Phianotypisierung bei der Charakterisierung

von Arzneistoffinteraktionen zu. Ausschlaggebend hierfiir sind die negativen
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Erfahrungen, die in den vergangenen Jahren beispielsweise mit der Wechselwirkung
zwischen Terfenadin und Inhibitoren des CYP3A4 gemacht wurden (siche Kapitel
1.2.3). So hat die Anwesenheit klinisch relevanter Arzneistoffinteraktionen in der
Vergangenheit immer wieder zum frithen Abbruch der klinischen Entwicklung, zur
Verweigerung der Zulassung, strengen Verschreibungsvorschriften und zum
nachtriglichen Entzug der Zulassung gefithrt.® Arzneistoffinteraktionen treten
besonders hdufig unter Multidrug-Therapieregimes auf, da das Risiko von
Wechselwirkungen exponentiell mit der Zahl der verabreichten Pharmaka ansteigt.”" >
Hieraus leitet sich die besondere Gefahr fiir die zumeist ohnehin vorgeschwichten
Empfinger einer zytostatischen oder antiretroviralen Therapie sowie geriatrischer
Patienten ab. Eine systematische Untersuchung potentieller Arzneistoffwechsel-
wirkungen vor Antrag auf Marktzulassung wird mittlerweile von allen mafB3geblichen
staatlichen Zulassungsbehdrden in Richtlinien vorgeschrieben. Die Richtlinie der
amerikanischen Zulassungsbehdrde FDA  befiirwortet eine Uberpriifung  des

Interaktionspotentials wihrend aller Phasen der Arzneistoffentwicklung.’® ** ** D

as
Prinzip einer in vivo-Phénotypisierung zur Abschitzung von Arzneistoffinteraktionen
basiert auf der gemeinsamen Verabreichung einer Testsubstanz und eines spezifischen
Enzymsubstrates. Eine induktive oder inhibitorische Aktivitit der Testsubstanz fiihrt
dabei zur Verdnderung der Plasma- bzw. Urinkonzentration des Enzymsubstrates oder
seiner Metabolite. Durch einen Abgleich mit einem Referenzdurchgang, in dem anstatt
der Testsubstanz lediglich Placebo verabreicht wird, ldsst sich das induktive bzw.

inhibitorische Potential der Testsubstanz berechnen.

1.3.1 Phanotypisierungsparameter und Testsubstrate

Als aussagekriftigstes MaBl der in vivo-Enzymaktivitdt gilt die partielle Clearance
(CL(met)) durch Bildung eines Metaboliten, wobei f(m) den Anteil der
Ausgangssubstanz darstellt, der als Metabolit in den Urin ausgeschieden wird
(Formel 1) Auch fiir den Fall, dass ein Testsubstrat durch mehrere Enzyme
gleichzeitig verstoffwechselt wird, gilt die partielle Clearance mit der eine Substanz

spezifisch durch das phinotypisierte Enzym metabolisiert wird als Goldstandard.** >*

CL(met) = f(m) - CL(tot) (1)

Bei Substraten, die praktisch nur iiber einen Weg eliminiert werden, wird statt dessen

oft die totale Clearance (CL(tot)) der Ausgangssubstanz verwendet. Diese kann durch
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Bestimmung der Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) nach peroraler
Applikation bestimmt werden, wobei F die systemisch verfiigbare Fraktion der

verabreichten Arzneistoffdosis darstellt:
CL(tot) = F - Dosis/AUC (2)

Obwohl die totale Clearance eines Testsubstrats eine genaue Aussage iiber die
Aktivitit eines phinotypisierten Enzyms zuldsst, ist ihre Bestimmung in der Praxis mit
Nachteilen verbunden, denn sie erfordert die zumeist invasive Probennahme {iber
mehrere definierte Zeitpunkte. IThre Anwendung bedeutet deshalb sowohl einen hohen
zeitlichen, personellen und analytischen Aufwand, als auch eine erhdhte Belastung von
Patienten bzw. Probanden. Anstelle einer umfassenden pharmakokinetischen Evaluation
wird daher in der Praxis hdufig auf Ersatzparameter zuriickgegriffen, die auf
Einzelmessungen basieren. Bei diesen indirekten Indizes handelt es sich im
Allgemeinen um metabolische Quotienten der Konzentrationen von Ausgangssubstanz
und Metabolit in Plasma oder Urin. Auch Quotienten, welche die Wiederfindung eines
Metaboliten im Urin beschreiben werden hiufig angewendet.

Ein Grund fiir die bis dato fehlende Anwendung der Phénotypisierung im klinischen
Alltag ist der Mangel an ausreichend validierten Phanotypisierungsassays. So sind viele
Prozeduren nur wenig spezifisch flir das zu charakterisierende Enzym, hochempfindlich
gegeniiber fehlender Compliance durch Patienten bzw. Probanden, schlecht
reproduzierbar und abhidngig von mehrfacher invasiver Probennahme.** Die
Problematik ist nicht auf die Dosisindividualisierung beschrinkt, sondern betrifft
gleichermaflen auch die anderen Anwendungsgebiete der in vivo-Phinotypisierung.
Klinische Interaktionsstudien sind auf besonders selektive und reproduzierbare
Phénotypisierungsparameter angewiesen. Doch trotz intensiver Forschung besteht selbst
fiir wichtige arzneistoffmetaboliserende Enzyme wie CYP2C19 oder CYP2B6 noch
immer die Ungewissheit, welches Testsubstrat bzw. welcher Testparameter den
induzierenden oder inhibierenden Einfluss eines potentiellen Arzneistoffes mdglichst
exakt wiedergibt.*® Die Bedeutung einer systematischen Validierung von
Phénotypisierungssubstraten und -parametern wird daher immer wieder betont; ebenso
wurden eine Reihe strikter Validierungskriterien aufgestellt.** °* *® Die wichtigsten
Validierungskriterien in vivo sind:

= cine enge Korrelation mit der Aktivitit des Zielenzyms in vitro,

= cine hohe Spezifitét fiir das untersuchte Enzym,
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= c¢ine hohe Selektivitit, d.h. die genaue Wiedergabe des Einflusses von
Polymorphismen bzw. Inhibitoren und Induktoren auf die Aktivitét in vivo,

» cine gute Reproduzierbarkeit, d.h. eine geringe intraindividuelle Variabilitdt bei
mehr als nur einem Studiendurchgang

» und die Unabhingigkeit gegeniiber nicht-metabolischen Faktoren.**

Neben der impliziten Ungeféhrlichkeit fiir den Einsatz an Patienten und Probanden sind
eine verldssliche, validierte Analytik, eine mdglichst nicht-invasive Probennahme und

die klinische Relevanz der Phinotypisierungssubstrate weitere wichtige Kriterien.”

1.3.2 Cocktailstudien

Ein klares Defizit der in Kapitel 1.3.1 beschriebenen Phinotypisierung ist, dass fiir
jeden untersuchten Arzneistoff mehrere aufeinanderfolgende Untersuchungen
notwendig sind, um das Interaktionspotential mit der gesamten Bandbreite aller
relevanten arzneistoffmetabolisierenden Enzyme zu erfassen. Die gleichzeitige
Verabreichung mehrerer Testsubstrate im Rahmen eines Phianotypisierungs-,,Cocktails*
erlaubt dagegen die Abschitzung verschiedener metabolischer Pfade in einem einzigen
Experiment.” Die Cocktailmethode kann durch ihre stark erhdhte Effizienz zu einer
drastischen Einsparung von Zeit und Kosten fithren. Ferner wird der Einfluss nicht-
genetischer Einflussfaktoren minimiert und so die intraindividuelle Variabilitit der
Arzneistoffantwort auf eine unvermeidliche Restvariabilitit reduziert.”

Den offensichtlichen Vorteilen eines Cocktails stehen erhohte Anforderungen an
Testsubstrate, Analytik und Probennahme entgegen. Durch simultane Verabreichung
mehrerer pharmakologisch wirksamer Substanzen sind Probanden und Patienten einer
erhohten Belastung ausgesetzt. Aus Sicherheitsgriinden muss die Dosierung jedes
einzelnen Cocktailbestandteils deshalb so gering wie moglich gewéhlt werden, ohne
dabei eine Unterschreitung des analytischen Quantifizierungslimits zu riskieren. Auch
die Reduktion der Anzahl von Probennahmen auf ein notwendiges Minimum hilft, die
Belastung der Versuchspersonen zu begrenzen und erleichtert dariiber hinaus die
klinische Durchfiihrung der Studie. Im Vordergrund steht jedoch die Abwesenheit
metabolischer und klinischer Interaktionen zwischen den gemeinsam verabreichten
Substraten. Zugleich muss eine gegenseitige analytische Interferenz ausgeschlossen

werden. Sicherheit {iber die Abwesenheit potentieller Interaktionen bzw. Interferenzen
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kann nur eine systematische Validierung des Cocktails und der analytischen Methode
bieten.

In den vergangenen Jahren konnte sich die ebenso selektive wie empfindliche HPLC-
(LC-MS/MS) als Standard

etablieren. Mit ihrer Hilfe ldsst sich die wechselseitige analytische Beeinflussung der

Tandemmassenspektrometrie neuer bioanalytischer

Analyten untereinander im Regelfall ohne groflen experimentellen Aufwand

3738 Fiir die Validierung einer fehlenden metabolischen Interaktion zwischen

vermeiden.
gemeinsam verabreichten Testsubstraten bedarf es aufwendiger Studien, in denen fiir
jedes Substrat ein Vergleich zwischen der Einzel- und der Cocktailverabreichung

stattfindet. Eine Auswahl validierter Cocktailmethoden findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1. Validierte Cocktailmethoden mit phanotypisierten Enzymen und Testsubstraten

Substrate fir CYP-Isoenyme

Cocktail 1A2 2C9 2C19 2D6 2E1 3A
SZ?alb 9u9(2/596t - - Mephenytoin  Metoprolol - Dapson
Frlyge 9?53 L Coffein - Mephenytoin Debrisoquin  Chloroxazon Dapson
Streetman et Coffein® 0 | Dextro- Midazol
61 in - mepraz - idazolam
al. 2000 ore eprazo methorphan ©
Zhu et al. . . .
2001 Coffein - Mephenytoin  Metoprolol ~ Chloroxazon = Midazolam
Christensen . . b ..
ot al. 20035 Coffein Losartan Omeprazol  Debrisoquin - Chinin
Blakey et al. . . . . .
2004% Coffein Tolbutamid - Debrisoquin  Chloroxazon Midazolam

a:  Coffein zur simultanen Phénotypisierung von CYP1A2, Xanthinoxidase und N-Acetyltransferase-2
b:  Signifikante Interaktion zwischen Debrisoquin und den restlichen Cocktailsubstraten gefunden

Die Cocktailstrategie hat sich in der Vergangenheit als effizientes Screening-Werkzeug
zur Untersuchung verschiedenster Einflussfaktoren auf das CYP-System bewihrt. So
wurden mit ihrer Hilfe die Wechselwirkung zwischen Johanniskrautextrakt®,
Clarithromycin®, Acetylsalicylsdure®’ oder Propiverin® und dem CYP-System
untersucht. Ebenso wurde mit Hilfe von Cocktailinteraktionsstudien der Effekt
bestimmter Entziindungsmediatoren® und Krankheitszustinde® " auf die Aktivitit

wichtiger arzneistoffmetabolisierender Enzyme evaluiert.
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1.4 Charakterisierung der phanotypisierten CYP-Enzyme

1.4.1 Cytochrom P450 1A2

Im Gegensatz zu einer Vielzahl nicht organspezifisch exprimierter CYPs scheint die
Prisenz von CYPIA2 beinahe ausschlieBlich auf die Leber beschrinkt zu sein.”
Bezogen auf den Gesamtgehalt aller CYPs, stellt es dort mit ca. 13% das zweithdufigste
arzneistoffmetabolisierende CYP dar’® — ein Hinweis auf die hervorstechende Rolle im
Metabolismus zahlreicher Pharmaka, endogener Substrate, Umweltgifte und diétetisch
aufgenommener Verbindungen, aber auch in der Bioaktivierung von Pra-
Karzinogenen.® '*

Obwohl eine Reihe von SNPs im CYPlA2-Gen gefunden wurden,” sind
Polymorphismen in codierenden DNA-Regionen rar und nur selten mit einer
veranderten CYPIA2-Aktivitit in vivo verbunden.”* Bisher konnten lediglich zwei

> bzw. niedrigeren’® 7’

seltene Allelvarianten mit einer signifikant erhohten’
Induzierbarkeit von CYP1A2 bei Rauchern assoziiert werden. Ein GroBteil der im
Extremfall bis zu 60-fach schwankenden® Aktivitit von CYP1A2 basiert daher nicht
auf genetischen Faktoren, sondern auf externer Einflussnahme. So ist CYP1A2, wie
bereits in Abschnitt 1.2.4.3 dargelegt, durch eine Vielzahl chemischer Verbindungen,
induzierbar. Andere Substanzen, wie z.B. Ciproﬂoxacin78 oder Fluvoxamin79, haben
sich wiederum als potente Inhibitoren von CYP1A2 erwiesen.

Laut einer Schdtzung werden mindestens 3% aller Arzneistoffe primér durch
CYP1A2 metabolisiert.” Bei einer groBen Anzahl weiterer Pharmaka ist CYP1A2 nicht
unerheblich am Metabolismus beteiligt. Tabelle 2 enthilt eine Auflistung wichtiger
CYP1A2-Substrate. Aufgrund ihrer geringen therapeutischen Breite ist die
Wechselwirkung von Clozapin bzw. Olanzapin mit Inhibitoren und Induktoren des
CYP1A2s von besonderer klinischer Relevanz (siche Abschnitt 1.2.4.3).

Als einziges Phanotypisierungssubstrat konnte sich Coffein etablieren. Es erfiillt die

meisten der in Kapitel 1.3.1 angefiihrten Validierungskriterien.”®
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Tabelle 2. Klinisch relevante Substrate von CYP1A2

Substrat Stoffklasse Reaktion Referenz
Clozapin Neuroleptikum N-Demethylierung Bertilsson et al. 1994%
Coffein Genussmittel N-Demethylierung Tang & Kalow. 1996*
Fluvoxamin Antidepressivum N-Demethylierung Carrillo et al. 1996
Naproxen NSAR O-Demethylierung Miners et al. 1996
Olanzapin Neuroleptikum N-Demethylierung Ring et al. 1996*
Ostradiol Sexualhormon Hydroxylierung Kerlan et al. 1992%
Tacrin Cholinesterase-Hemmer Hydroxylierung Spaldin et al. 1995%
Theophyllin Antiasthmatikum N-Demethylierung Ha et al. 1995%
Triamteren Diuretikum Hydroxylierung Fuhr et al. 2005

1.4.2 Cytochrom P450 2B6

Cytochrom P450 2B6 gehort zu den bisher am wenigsten untersuchten Enzymen des
menschlichen Arzneistoffmetabolismus. Man nahm aufgrund frither Studien zunichst
an, dass CYP2B6 nur 1% des gesamten hepatischen CYP-Gehaltes ausmache und
dariiber hinaus nur in 20 bis 30 % aller Lebern exprimiert werde.”” **' Erst durch
Einflihrung spezifischerer CYP2B6-Antikorper und empfindlicherer
Detektionsmethoden konnte eine weitaus hohrere Expression nachgewiesen werden.
Neueren Untersuchungen zufolge geht man davon aus, dass CYP2B6 in nahezu allen
menschlichen Lebern exprimiert wird und fiir etwa 6-7% des gesamten hepatischen
CYPs verantwortlich ist.'* > CYP2B6-Expression sowie CYP2B6-mRNA konnte
auBerdem in Diinndarm, Niere, Gehirn und Lunge nachgewiesen werden.”

Eine hervorstechende Eigenschaft des CYP2B6 ist seine 20- bis 250-fach variable
Expression in der Leber.”* Diese Variabilitit spiegelt sich auch auf der Ebene der
Aktivitdt wieder, welche, je nach verwendetem Substrat, in vitro ebenfalls 25- bis 80-

.. 95 96
fach variiert.”™

Lange Zeit wurde diese hohe Variabilitit insbesondere der Induktion
von CYP2B6 durch Induktoren vom Phenobarbital-, Dexamethason- und Rifampicin-
Typ zugeschrieben.”” AuBerdem konnten eine Reihe von Pharmaka, beispielsweise
Clopidogrel”® und Thiotepa®, als potente Inhibitoren von CYP2B6 identifiziert werden.
Erst im Jahr 2001 konnten Lang et al. zeigen, dass eine weitere Ursache der variablen

CYP2B6-Expression und Enzymaktivitdt in vielfiltigen und haufigen genetischen
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Polymorphismen im kodierenden Bereich von CYP2B6 begriindet liegen.”” Tabelle 3

fihrt die im Rahmen dieser Dissertation bestimmten Allele auf.

Tabelle 3. Untersuchte CYP2B6-Allele

Allel SNP-Position SNP Aminosauretausch Referenz
*1 - Wildtyp - Yamano et al. 1989'%
*2 Exon 1 C64T Arg22Cys Lang et al. 2001°’
*3 Exon 5 C777A Ser259Arg Lang et al. 2001”7
*4 Exon 5 A785G Lys262Arg Lang et al. 2001’
*5 Exon 9 C1459T Arg487Cys Lang et al. 2001°
*6 Exon 4/5 G516T; A785G GlIn172His; Lys262Arg Lang et al. 2001°’
+7 Exon 4/5/9 G516T; A785G; GInl72His; Lys262Arg; Lang et al. 2001 o
C1459T Arg487Cys

Die funktionelle Bedeutung vieler Mutationen ist noch nicht eindeutig geklart und
Gegenstand zahlreicher aktueller Studien. Ein leicht erhohte CYP2B6-Aktivitit konnte

mittlerweile in vitro'®' und in vivo'®

bei Triagern des *4-Allels nachgewiesen werden.
Das *5-Allel scheint dagegen mit einer erniedrigten Metabolisierungskapazitit
verbunden zu sein.”” ! Die Datenlage fiir das *6-Allel ist widerspriichlich.'® '
Mittlerweile wurden eine Reihe weiterer Mutationen gefunden, die mitunter sogar
Ursache sogenannter Nullallele mit fehlender Proteinexpression sein konnen.'*> 1%

Etwa 4% aller Arzneistoffe werden primér durch CYP2B6 metabolisiert.” Daneben
ist das Enzym auch teilweise am Metabolismus der Designerdroge Ecstasy'”’,
Nikotin'® und des endogenen Substrats Testosteron'® beteiligt. Tabelle 4 enthilt eine
Auflistung klinisch relevanter CYP2B6-Substrate.

Folgende Reaktionen wurden bereits zur in Vivo-Phanotypisierung von CYP2B6
benutzt: die (S)-Mephenytoin-N-Demethylierung''® und die Hydroxylierung von

102, 111, 112

Bupropion. Bisher liegt noch keinem dieser Testsubstrate eine systematische

Validierung zugrunde, die den unter 1.3.1 angefiihrten Kriterien geniigen wiirde.
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Tabelle 4. Klinisch relevante Substrate von CYP2B6

Substrat Stoffklasse Reaktion Referenz
Artemisinin Antimalariamittel Unbekannt Svensson et al. 1999'"
Buproprion Antidepressivum Hydroxylierung Hesse et al. 2000'"*
Cyclophosphamid Zytostatikum Hydroxylierung Roy et al. 1999'"
Efavirenz Virostatikum Hydroxylierung Ward et al. 2003''°
Ifosfamid Zytostatikum N-Dechloroethylierung Granvil et al. 1999'"
Ketamin Narkotikum N-Demethylierung Yanagihara et al. 2001'"
Methadon Opioid-Analgetikum N-Demethylierung Gerber et al. 2004'"”
Propofol Narkotikum Hydroxylierung Court et al. 2001'"®
Selegelin Antiparkinsonmittel N-Demethylierung Hidestrand et al. 2001'"7

1.4.3 Cytochrom P450 2C9

Die menschliche CYP2C-Subfamilie besteht aus vier im hohen Malle homologen
Genen: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 und CYP2C19.° Je nach Literaturquelle
reprasentieren alle vier Gene zusammen 18-34% des gesamten hepatischen CYP-
Gehalts." ™ CYP2C9 stellt sowohl das hidufigste, als auch das fiir den
Arzneistoffmetabolismus bedeutsamste Enzym dieser Subfamilie dar.’ Mittlerweile sind
mehr als 50 SNPs in den regulativen und kodierenden Regionen des CYP2C9-Gens
beschrieben worden.”” In allen bislang untersuchten Populationen ist ein funktionell
beeintrachtigtes Protein jedoch nahezu ausschlieBlich mit der Anwesenheit von Allel *2

und/oder *3 verbunden (siche Tabelle 5).'"

Tabelle 5. Untersuchte CYP2C9-Allele

Allel SNP-Position SNP Aminosauretausch Referenz
*] - Wildtyp - Romkes et al. 1991'%°
*2 Exon 3 C430T Arg144Cys Rettie et al. 1994'%!
*3 Exon 7 A1075C [le359Leu Sullivan-Klose et al. 1996'*

Aus der Kombination von Wildtyp-, *2- und 3*-Allel resultieren sechs verschiedene
Genotypen, deren Aktivitdt in vivo als normal (*¥1/*1), schwach reduziert (*1/*2),
miBig reduziert (*2/*2, *1/*3 oder *2/*3) und stark reduziert (*3/*3) beschrieben
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werden kann.'” Die Reduktion der CYP2C9-Aktivitit ist zudem stark
substratspezifisch.'*!

Etwa zwei Dirittel aller Kaukasier exprimiert den Wildtyp-Genotyp (*1/*1), ein
Drittel exprimiert entweder den *1/*2- oder *1/*3-Genotyp und 2,5% exprimiert die
Genotypen *2/*2, *2/*3 oder *3/*3. In asiatischen und afroamerikanischen
Populationen sind die Allele *2 und *3 hingegen praktisch abwesend.'"

CYP2(9 ist verantwortlich fiir den Metabolismus diverser endogener Substrate, wie
auch zahlreicher klinisch bedeutsamer Arzneistoffe (siche Tabelle 6). Dabei handelt es
sich wie bei den Vitamin-K-Antagonisten, oralen Antidiabetika und Phenytoin, hiufig
um Substanzen mit enger therapeutischer Breite. Von einer erhohten Gefahr schwerer
Blutungen in der Warfarin-Initialtherapie oder hypoglykdmischer Zustdnde
insbesondere bei Trigern des *3/*3-Genotyps wurde in der Vergangenheit immer
wieder berichtet."

Anders als bei CYPIA2 und Coffein gibt es keinen Standardassay zur
Phénotypisierung von CYP2C9. Die am hidufigsten verwendeten Substrate sind:
Tolbutamid, Losartan, Diclofenac und Phenytoin.125 Die beste Datenlage existiert fiir

Tolbutamid.'?® 1?7

Tabelle 6. Klinisch relevante Substrate von CYP2C9

Substrat Stoffklasse Reaktion Referenz
Diclofenac NSAR Hydroxylierung Leeman et al. 1993'%®
Glipizid Orales Antidiabetikum Hydroxylierung Kidd et al. 1999'%°
Ibuprofen NSAR Hydroxylierung Leeman et al. 1993'%*
Losartan AT1-Rezeptorantagonist Oxidierung Stearns et al. 1995'%°
Fluvastatin Lipidsenker Hydroxylierung und Fischer et al. 1999""

Deisopropylierung
Phenprocoumon Vitamin-K-Anatagonist Hydroxlyierung Ufer et al. 2004'**
Phenytoin Antiepileptikum Hydroxylierung Veronese et al. 1991""
Tolbutamid Orales Antidiabetikum Hydroxylierung Veronese et al. 1991"

Warfarin Vitamin-K-Anatagonist Hydroxylierung Rettie et al. 1992'%
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144 Cytochrom P450 2C19

Die stark eingeschrinkte Fahigkeit einzelner Individuen, das Antiepileptikum
Mephenytoin zu metabolisieren, fiithrte 1979 zur einer der ersten Beschreibungen
genetischer bedingter Variabilitit im Metabolismus von Arzneistoffen.** Das
verantwortliche Enzym, damals noch (S)-Mephenytoin-Hydroxylase benannt, konnte
1994 als CYP2C19 identifiziert werden.”> '’ Aus dem selben Jahr stammt die
Beschreibung der beiden héufigsten Allelvarianten, CYP2C19*2 und CYP2C19*3,
durch de Morais et al. (siche Tabelle 7)."*” '** Beide Mutationen fiihren zu verkiirzten
Proteinen mit fehlender Ham-Bindungsstelle und somit fehlender katalytischer

Aktivitit, !>

Obwohl mittlerweile tiber 15 weitere Allele beschrieben wurden, ist eine
erniedrigte bzw. vollstindig abwesende metabolische Aktivitét fast ausschlieBlich durch
CYP2C19*2 oder *3 bedingt.”** *° Je nach Kombination von Wildtyp-, *2- und *3-Allel
existieren Genotypen mit drei verschiedenen phénotypischen Ausprigungen:
homozygote EM (*1/*1), heterozygote EM (*1/*2 und *1/*3) und PM (*2/*2, *2/*3

und *3/%3),

Tabelle 7. Untersuchte CYP2C9-Allele

Allel SNP-Position SNP Aminosauretausch Referenz
*1A - Wildtyp - Romkes et al. 1991'%°
C99T; G681A; .
*2 Exon 5 Splicing-Defekt de Morais et al. 1994

C990T; A991G

*3 Exon 4 G636A Trp212Stop de Morais et al. 1994'%’

Die Verteilung der drei haufigsten CYP2C19-Allele unterscheidet sich betrachtlich
zwischen einzelnen ethnischen Gruppierungen. Die Hiufigkeit des *2-Allels betragt
30%, 17% und 15% fiir Chinesen, Amerikaner afrikanischer Abstammung und
Kaukasier. Das *3-Allel ist ebenfalls weitaus hdufiger bei Chinesen (5%) als bei
Amerikanern afrikanischer Abstammung (0,4%) und Kaukasiern (0,04%) anzutreffen.
Eine unmittelbare Folge ist das vermehrte Auftreten des PM-Genotyps bei Asiaten (12-
23%) im Vergleich zu Kaukasiern (1-6%) und Schwarzafrikanern (1-7%). Wéhrend die
Allele *2 und *3 fiir nahezu alle PM in schwarzafrikanischen und asiatischen
Populationen verantwortlich sind, erkléren sie nur 75-85% aller kaukasischen PM.
Unter Beriicksichtigung der geringen Héufigkeit des PM-Genotyps in kaukasichen

Populationen, liegt die Frequenz alternativer defekter Allele jedoch unter 1%."* >
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CYP2C19 wird hauptsdchlich in der Leber exprimiert. Eine signifikante Aktivitét

. . : 140
konnte auch in der Mucosa des Diinndarms nachgewiesen werden.

Die Beteiligung
an der oxidativen Umwandlung zahlreicher hdufig verschriebener Arzneistoffe macht
CYP2C19 zu einem der wichtigsten CYPs im Arzneistoffmetabolismus.’ Besonders
bedeutsam scheint der Einfluss des CYP2C19-Genotyps auf den Erfolg einer Therapie
mit Protonenpumpenhemmern zu sein. Die bei PM und heterozygoten EM beobachteten
erhohten Plasma-AUCs von Omeprazol oder Lansoprazol waren in zahlreichen Studien
mit einer iiberlegenen Helicobacter pylori-Eradikation verbunden.'*' Tabelle 8 enthilt
eine Auflistung klinisch relevanter CYP2C19-Substrate. Neben Mephenytoin, dem
Modellsubstrat fiir den CYP2C19-Polymorphismus (siehe oben), wird auch Omeprazol

standardmafig zur Phinotypisierung eingesetzt.

Tabelle 8. Klinisch relevante Substrate von CYP2C19

Substrat Stoffklasse Reaktion Referenz
Amitriptylin Antidepressivum N-Demethylierung Venkatakrishnan et al. 1998'*
Citalopram Antidepressivum N-Demethylierung Sindrup et al. 1993'#

N-Demethylierung und
Diazepam Tranquilizer Andersson et al. 1990'*
Hydroxylierung
N-Demethylierung und
Imipramin Antidepressivum Koyama et al. 1997'%
Hydroxylierung
Lansoprazol Protonenpumpenhemmer Hydroxylierung Pearce et al. 1996'*
Moclobemid Antidepressivum Hydroxylierung Gram et al. 1995'7
Omeprazol Protonenpumpenhemmer Hydroxylierung Andersson et al. 1993'**
Pantoprazol Protonenpumpenhemmer O-Demethylierung Tanaka et al. 1997'¥

Proguanil Antimalariamittel Oxidation Birkett et al. 1994'%°
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15 Untersuchte Phanotypisierungssubstrate

151 Mephenytoin

Physikochemische Eigenschaften

Name 3-Methyl-5-ethyl-5-phenylhydantoin
Summenformel C12H14N>0O,
Molmasse [g/mol] 218,11
Schmelzpunkt [°C] 135
pKa.-Wert 8,51
log P (Octanol/Wasser) 1,69
Wasserloslichkeit bei 25°C [g/L] 1,72
o
N __O
N
C,H: 3N
H

Abbildung 2. Strukturformel von (S/R)-Mephenytoin

Klinische Anwendung und Pharmakodynamik

Mephenytoin (MEP) wurde 1945 als Antiepileptikum zur Behandlung von Grand Mal-,
Jackson- und fokalen Anfillen eingefiihrt. Allerdings ist nicht Mephenytoin selbst,
sondern Nirvanol (NIR), ein Phase-I-Metabolit des Mephenytoins, fiir den Hauptteil der
antikonvulsiven Wirkung verantwortlich.”' Aufgrund seiner vergleichsweise hohen
Toxizitét ist Mephenytoin heute ein Therapeutikum der dritten Wahl und wird nur noch
bei ansonsten therapierefraktiren Patienten angewendet. Die Initialdosis zu
Behandlungsbeginn betrdgt 100 mg pro Tag. Im Rahmen einer antiepileptischen
Therapie wird Mephenytoin dreimal tiglich in einer Dosis von 100 mg verabreicht.

Mephenytoin ist in Deutschland nicht mehr auf dem Markt.
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Metabolismus von Mephenytoin (Gluc:
Glucuronid; UDPT: Uridin-5"-diphosphat-Glucuronosyltransferase)
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Pharmakokinetik und Metabolismus

MEP wird als Racemat verabreicht und nach oraler Einnahme rasch und vollstindig
absorbiert. Die PlasmaeiweiBlbindung betrdgt 60%. Die mittlere maximale
Plasmakonzentration (Cyax) nach Einnahme von 50 mg MEP wird nach 45 bis 120
Minuten erreicht und betrigt 400-600 ng/mL."" Die Eliminationshalbwertzeit von MEP
wird mit 8 bis 24 Stunden angegeben.'®

Mephenytoin besitzt ein Asymmetriezentrum in Position 5 des Hydantoinrings und
sein Metabolismus verlduft streng stereospezifisch (Abbildung 3)."°* ' Das S-
Enantiomer wird rasch und beinahe quantitativ durch CYP2C19 zu S-4OHM
hydroxyliert und nach erfolgter Konjugation mit Glucuronsdure schnell renal
eliminiert.'”* Zu diesem metabolischen Schritt sind jedoch nur CYP2C19-EM fihig, da
homozygote Triager defekter CYP2C19-Allele (PM) iiber kein funktionstiichtiges
CYP2C19 verfiigen. Ebenso sind ausschlieSlich CYP2C19-EM in der Lage, ein pH-
labiles S-MEP-Cystein-Konjugat zu bilden.”” R-MEP wird hingegen wesentlich
langsamer und unabhingig vom CYP2C19-Phinotyp primidr zu R-NIR N-
demethyliert."”* Das verantwortliche Enzym wurde bislang noch nicht identifiziert. Die
para-Hydroxylierung von R-MEP, von der angenommen wird, dass sie durch CYP2C9
vermittelt wird, spielt eine untergeordnete Rolle.””> Selbst mit Hilfe empfindlicher
analytischer Assays (LLOQ=10 ng/mL) ist R-4OHM nur in den seltensten Féllen
nachzuweisen.'®’ Die ausgeprigte Diskrepanz der bei CYP2C19-EM und -PM
vorgefundenen 4OHM-Konzentrationen in Plasma und Urin kann zur Unterscheidung
der beiden Phénotypen herangezogen werden. Ein gebrdauchliches Mal} ist die
prozentuale Wiederfindung der verabreichten Menge MEP in Form von 4OHM im
Urin."

Mit Hilfe humaner Lebermikrosomen und rekombinanter CYPs konnte
nachgewiesen werden, dass die N-Demethylierung von S-MEP in vitro durch CYP2B6
als low affinity/high capacity-Enzym (K,=1911 pM; V,,=3984 pmol/mg protein/min)
und CYP2C9 als high affinity/low capacity-Enzym (Kn=174,1 puM; Vupa=170,5
pmol/mg protein/min) katalysiert wird."”’"" Sie verlduft erheblich langsamer als die
Hydroxylierung des S-Enantiomers, ist jedoch fir CYP2CI19-PM die einzige
Moglichkeit zum Abbau von S-MEP und in ihrer Kinetik mit der N-Demethylierung
von R-MEP vergleichbar."”* Fiir PM betrigt die mittlere orale Clearance von S- und R-
MEP 0,029 und 0,020 L/min. Infolge dessen werden einander entsprechende

Konzentrationen fiir beide Enantiomere im Plasma und Urin von PM gefunden.
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Dagegen verfiigen CYP2C19-EM infolge der bei ihnen dominierenden Hydroxylierung
von S-MEP iiber eine im Vergleich zu R-MEP bis zu 200-fach hohere mittlere orale CL
fir S-MEP (orale CL= 4,7 L/min). Bei ihnen iiberwiegt daher ganz eindeutig die
Anwesenheit von R-MEP in Plasma und Urin. Auch dieser Gegensatz kann durch
enantioselektive Bestimmung des unverdndert ausgeschiedenen Mephenytoins und
anschlieBender Quotientenbildung (S-MEP/R-MEP-Quotient oder auch S/R-Ratio) zur
in vivo-Charakterisierung der CYP2C19-Aktivitit herangezogen werden.'®

R-NIR (bzw. R- und S-NIR bei CYP2C19-PM) akkumuliert iiber 4-6 Tage im
Organismus, bevor es mit einer Halbwertzeit von 200 h eliminiert wird."”* AuBerdem
wird ein Teil des NIR analog zum MEP in para-Stellung des Phenylrings hydroxyliert.
Die Reaktion lauft ebenfalls stereospezifisch und vermutlich unter Beteiligung der
gleichen Enzyme wie bei der MEP-Hydroxylierung ab. Diese Tatsache leitet sich aus
der fehlenden Bildung von S-4’-Hydroxynirvanol (4OHN) durch CYP2C19-PM, der
wesentlich rascheren Enstehung von S-4OHN bei CYP2C19-EM und aus den zu

vernachlissigenden Plasmakonzentrationen von R-40HN ab.'>?

Anwendung zur Phinotypisierung

Mephenytoin ist das Standardsubstrat zur Phéanotypisierung von CYP2C19 und konnte
erfolgreich zur Untersuchung diverser Einflussfaktoren auf die Aktivitit von CYP2C19

. 31, 39, 65
eingesetzt werden.”” ™

In dieser Funktion ist es zudem ein hiufiger Bestandteil von
Phinotypisierungscocktails (siche Tabelle 1). Seit liber 20 Jahren kommt zur
Phénotypisierung sowohl der S/R-Quotient unverindert ausgeschiedenen MEPs,'®* als
auch die Wiederfindung von 40HM in Urin zum Einsatz."*® Der S/R-Quotient scheint
der weniger verldssliche Phinotypisierungsparameter zu sein, da er signifikant von der
Entstehung des pH- und lagerinstabilen S-MEP-Cystein-Konjugats abhéngt und
dadurch in Einzelfdllen (1,5%) zur falschen Zuordnung des CYP2C19-

Phénotypisiererstatus fihrt.'®

Wie aus Abbildung 3 hervorgeht, ist die Wiederfindung
von 4OHM in Urin dagegen unabhingig von der Enstehung labiler Metaboliten.
AuBerdem scheint die intraindividuelle Variabilitdt der S-MEP-Hydroxylierung 15%
nicht zu iberschreiten.®” ® Daneben wurde ein klarer gene dose-Effekt, d.h. eine
signifikante ~ Ubereinstimmung der  Resultate von  Genotypisierung  und

Phinotypisierung, fiir die 4OHM-Wiederfindung beobachtet.'® Insgesamt betrachtet
erscheint die Anwendung der 4OHM-Wiederfindung daher vorteilhaft.
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Seit Einflihrung der 4OHM-Wiederfindung als MaB fiir die CYP2C19-Aktivitdt im
Jahre 1984 gilt eine achtstiindige kumulierte Urinsammlung nach vorheriger
Verabreichung von 100 mg MEP als Standard. Doch trotz langjahriger Anwendung ist
der Phianotypisierungsparameter ,,40HM-Wiederfindung* nie systematisch validiert
und optimiert worden. Die optimale Dauer der Urinsammlung, fraktioniert oder
kumuliert, ist daher de facto unbekannt. Weiterhin wurde bisher noch nicht untersucht,
ob die ebenfalls seit 1984 standardméfBig angewandte Hydrolyse des 4OHM-
Glucuronids vor Beginn der Analytik zwingend notwendig ist, oder ob auch die
Ausscheidung der ungebundenen Fraktion von 4OHM die Aktivitit von CYP2CI19
ausreichend reflektiert. Zusétzlich scheint eine Dosis von 100 mg MEP speziell bei
Personen mit (sehr) niedrigem Body Mass Index (BMI) — und teilweise auch bei PM —

. . 165, 166
schwere sedierende Nebenwirkungen hervorzurufen.

Da der Einsatz von 100 mg
MEP auch vor dem Hintergrund des damals vorherrschenden analytischen Standards
HPLC zu betrachten ist (siche Abschnitt Analytik), stellt sich die Frage, ob nicht auch
geringere Mengen von MEP zur Phénotypisierung ausreichen.

Trotz der wachsenden Beachtung, die CYP2B6 in den letzten Jahren zugemessen
wird, herrscht Ungewissheit, welches Substrat sich am besten zur dessen
Phénotypisierung eignet. Da die N-Demethylierung von S-NIR in vitro vorzugsweise
durch CYP2B6 vermittelt wird, scheint es naheliegend, MEP als duales
Phénotypisierungssubstrat fiir CYP2C19 und CYP2B6 einzusetzen. Wéhrend jedoch der

Einsatz von MEP zur in vitro-Aktivititsmessung von CYP2B6 relativ etabliert ist,”* "

H4. 118, 167. 168 oy istiert erst eine einzige Studie zur in vivo-Phénotypisierung.'"

Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

Die wichtigsten UAW, die mit einer Verabreichung von MEP in Verbindung gebracht
werden, sind: Miidigkeit, Hautausschlag, Leukopenie, Fieber, Lymphadenopathie,

exfoliative Dermatitis und aplastische Animie""’

Diese Nebenwirkungen beziehen sich
jedoch auf die Dosierungen einer chronischen Therapie mit MEP. Es wurde erwartet,
dass die hier im Rahmen der Phénotypisierung verabreichten 50 mg lediglich zu

Miidigkeit und Ubelkeit bei einem Teil der Probanden fiihren werden.

Analytik

In den letzten 20 Jahren wurden verschiedene Verfahren zur Quantifizierung von

40HM in Urin fiir die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) publiziert.
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Doch obwohl ihre Praxistauglichkeit durch zahlreiche Anwendungen belegt ist, sind
allen Methoden die Nachteile einer umsténdlichen Probenaufarbeitung und einer
geringen analytischen Empfindlichkeit (LLOQ zwischen 500 und 2000 ng/mL)

60. 169171 Fine Bestimmung der Urinkonzentrationen von MEP, NIR und

gemeinsam.
freiem 40HM ist mit Hilfe dieser Methoden nicht moglich. Weiterhin wurden
zahlreiche Methoden fiir die Gaschromatographie (GC), insbesondere zur
enantioselektiven Bestimmung von S- und R-MEP entwickelt, die allesamt den Vorteil
einer weitaus hoheren analytischen Empfindlichkeit gegeniiber der HPLC aufweisen.
Jedoch erfordern auch diese Verfahren arbeitsintensive Derivatisierungs- und
Aufarbeitungsprozeduren. Zudem stehen analytische Laufzeiten von 28 Minuten und

mehr einem akzeptablen Probendurchsatz entgegen.' >’

In letzter Zeit wurden vermehrt LC-MS-Methoden zur in vivo->’ und in vitro-'"""'"
Quantifizierung von 4OHM (und MEP) im Rahmen von Phénotypisierungscocktails
veroffentlicht. Diese Methoden weisen eine nahezu 50-fach niedrigere
Quantifizierungsgrenze als die konventionellen HPLC-Methoden auf. Allerdings sind
diese Methoden nur fiir einen begrenzten Konzentrationsbereich validiert, der nicht an
die tatsdchlich vorgefundenen Konzentrationen von 4OHM im Urin nach
Verabreichung von 50 oder 100 mg MEP angepasst ist. Aullerdem ist bisher fiir keine
Methode die simultane Bestimmung von MEP und seiner beiden Phase-I-Metaboliten
beschrieben. Zusitzlich bedient sich die bislang einzige Methode zur Quantifizierung
von 40HM in Urin einer kostspieligen  Probenaufarbeitung  mittels
Festphasenextraktion.'”’

Der entscheidende Nachteil aller angefiihrten HPLC-, GC- und LC-MS-Methoden ist
jedoch die fehlende oder unzureichende Validierung der analytischen Selektivitit

gegeniiber co-administrierten Substanzen und potentiellen Metaboliten. Thre Eignung

fiir den Einsatz im Rahmen von Cocktailstudien ist daher fraglich.
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15.2 Tolbutamid

Physikochemische Charakterisierung

Name 1-Butyl-3-(4-methylphenylsulfonyl)harnstoff
Summenformel C12H1sN>0Os38S
Molmasse [g/mol] 270,10
Schmelzpunkt [°C] 128,5
pKa-Wert 5,16
logP (Octanol/Wasser) 2,34
Wasserloslichkeit bei 25°C [g/L] 0,109
SV

Abbildung 4. Strukturformel von Tolbutamid

Klinische Anwendung und Pharmakodynamik

Tolbutamid stimuliert die Insulinausschiittung aus den B-Zellen des Pankreas, indem es
ATP-gesteuerte K'-Kanidle hemmt und so einer Membrandepolarisierung Vorschub
leistet. Es dient der Senkung erhohter Glucosekonzentration im Plasma von Patienten

mit Diabetes mellitus. Die Standarddosis betrdgt 1 g pro Tag.

Metabolismus und Pharmakokinetik

Tolbutamid wird nach peroraler Gabe gut absorbiert und weist eine Bioverfiigbarkeit
von 85-100% auf. Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Metabolismus wird
Tolbutamid durch CYP2C9 zu 4’-Hydroxytolbutamid hydroxyliert, wobei in vitro eine
nicht unerhebliche Beteiligung (14-22%) von CYP2C19 nachgewiesen werden

konnte. '

Der Einfluss von CYP2C19 in vivo wird jedoch aufgrund des im Vergleich
zu CYP2C9 wesentlich geringen Gehalts an CYP2C19 in humanen Lebern als
unerheblich eingeschitzt.'® Das entstandene Hydroxyprodukt unterliegt einer weiteren

Oxidation zu 4 -Carboxytolbutamid durch Alkohol- und Aldehydehydrogenase.'®
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Anwendung zur Phianotypisierung

Mit Hilfe der auch in dieser Dissertation angefiihrten Studien A und B (siehe Kapitel
3.2.2) konnte nachgewiesen werden, dass die 24 h-Plasmakonzentration von
Tolbutamid signifikant vom CYP2C9-Genotyp beeinflusst wird und {iberdies mit der
oralen Tolbutamid-Clearance korreliert.'”” Diese Ergebnisse konnten unlingst durch
eine andere Arbeitsgruppe bestitigt werden.'?® Die Messung der Plasmakonzentration,
24 Stunden nach Verabreichung von 125 mg Tolbutamid, birgt zahlreiche Vorteile
gegeniiber herkommlichen CYP2C9-Phénotypisierungsassays und kann als validiert

betrachtet werden.'?’

Unerwunschte Arzneimittelwirkungen

Die héufigste und schwerste UAW von Tolbutamid ist eine {iberschieBende
Reduzierung der Blutglucose-Konzentration. Die Folgen einer Tolbutamid-induzierten
Hypoglykdmie konnen von Tremor und iiberméfBigem Schwitzen bis hin zur
Bewusstlosigkeit und Krampfanfillen (sehr selten) reichen. Die im Rahmen der

Phinotypisierung verabreichte subtherapeutische Dosis von 125 mg gilt als sicher.'*’

Analytik

Neben zahlreichen HPLC-Assays zur Bestimmung von Tolbutamid (und seiner beiden

125, 183-185 wurden in den letzten

Metabolite) in verschiedenen biologischen Matrices
Jahren mehrere LC-MS/MS-Methoden zur selektiven Bestimmung von Tolbutamid im
Plasma publiziert.’® '*” '*¢ Letztere weisen allesamt einen angepassten analytischen
Messbereich und einfache Probenaufarbeitungsverfahren auf. Eine einfache Adaption
dieser Methoden verbietet sich jedoch, da ihre analytische Selektivitit nicht explizit fiir

die in dieser Dissertation angefiihrten Cocktailsubstanzen validiert ist.
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15.3 Coffein

Physikochemische Charakterisierung

Name 1,3,7-Trimethlyxanthin
Summenformel CsH;9oN4O,

Molmasse [g/mol] 194,08

Schmelzpunkt [°C] 238

pKa-Wert 10,4

logP (Octanol/Wasser) -0,07
Wasserloslichkeit bei 25°C [g/L] 21,6

0 CH,
H3C\N N
0 |}1 N
CH

3

Abbildung 5. Strukturformel von Coffein

Klinische Anwendung und Pharmakodynamik

Coffein (COF) erregt als Antagonist von A;- und Aja-Adenosinrezeptoren das
Zentralnervensystem, wirkt psychoanaleptisch, in groBeren Dosen auch erregend auf
das Atem- und Vasomotorenzentrum. Es wirkt positiv inotrop, in kleinen Dosen negativ
und in héheren Dosen positiv chronotrop. Zur Wirkung am Herzen trigt aulerdem die
unselektive Hemmung von Phosphodiesterasen bei. Es ist Inhaltsstoff zahlreicher
Erfrischungsgetrinke, stimulierender Bestandteil von Tabletten mit sedierenden H;-
Antihistaminika (Dosis 50 bis 200 mg) und in Kombination mit Codein oder

Paracetamol in Schmerzmitteln enthalten (Dosis 30 bis 65 mg).

Metabolismus und Pharmakokinetik

Durch Beteiligung zahlreicher Phase-I- und Phase-1I-Enzyme ist der Metabolismus von
COF sehr komplex. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass etwa 95% der gesamten
Coffein-Plasmaclearance durch CYP1A2 vermittelt wird."®” Die Hauptmetaboliten von

Coffein sind Paraxanthin >> Theobromin > Theophyllin.
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Anwendung zur Phianotypisierung

Coffein ist das einzige standardméBig eingesetzte Substrat zur in vivo-Charakterisierung
der CYP1A2-Aktivitit und fiir diese Anwendung erschopfend validiert. Als
Phénotypisierungsparameter hat sich der PAX/COF-Quotient, d.h. das Verhéltnis der
Plasmakonzentration des primédren Coffeinabbauprodukts Paraxanthin (PAX) zu

Plasmakonzentration der Muttersubstanz sechs Stunden nach Einnahme von 150 mg

COF, bewihrt. '35 18

Unerwunschte Arzneimittelwirkungen

Relevante UAW werden nach Einnahme einer Phénotypisierungsdosis von 150 mg

Coffein (entspricht ungefdahr der Menge in 1,5 Tassen Kaffee) nicht erwartet.

Analytik
Ahnlich wie fiir Tolbutamid existieren bereits empfindliche LC-MS/MS-Methoden zur
Quantifizierung  von  Coffein  und  Paraxanthin im  Rahmen  von

37, 38 Dariiber hinaus ist eine Methode zur simultanen

Phénotypisierungscocktails.
Bestimmung von Coffein und 11 seiner Metabolite publiziert.'” In Analogie zu
Tolbutamid verbietet sich jedoch die einfache Adaption dieser Methoden aufgrund nicht
ausreichend validierter Selektivitdt gegeniiber den im Rahmen dieser Dissertation

eigesetzten Cocktailsubstraten.
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2 Ziele der Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Validierung der Wiederfindung von 4'-
Hydroxymephenytoin im Urin als MaB fiir die Aktivitit von CYP2C19 in vivo.

Zu diesem Zweck sollte zunéchst ein einfaches und verldssliches analytisches Verfahren
zur Konzentrationsbestimmung von Mephenytoin und seiner beiden Phase-I-Metabolite,
Nirvanol und 4’-Hydroxymephenytoin, im Urin entwickelt werden. Da es speziell fiir
Messungen im Rahmen von Cocktailsstudien bestimmt war, sollte ein besonderes

Augenmerk auf die Validierung der analytischen Selektivitét gelegt werden.

Im néchsten Schritt sollte die analytische Methode zur Konzentrationsbestimmung von
Mephenytoin, Nirvanol und 4’-Hydroxymephenytoin im Urin von insgesamt 54
Teilnehmern von 4 verschiedenen Cocktail-Phdnotypisierungsstudien eingesetzt
werden. Dabei sollte zur Uberpriifung der Notwendigkeit einer initialen
Deglucuronidierung von 4’-Hydroxymephenytoin sowohl der Anteil des ungebunden
ausgeschiedenen Metaboliten als auch die Gesamtausscheidung von 4'-

Hydroxymephenytoin bestimmt werden.

Mit Hilfe der gewonnenen Daten sollte danach die Evaluierung des optimalen
Phénotypisierungsmafles fiir CYP2C19 durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse der
Phénotypisierung sollten dazu durch eine Genotypisierung der Probanden verifiziert

werden.

Um die potentielle Eignung von Mephenytoin als duales Phénotypisierungssubstrat fiir
CYP2C19 und CYP2B6 zu untersuchen, sollte zusétzlich getestet werden, ob sich die
N-Demethylierung von Mephenytoin zu Nirvanol und dessen Wiederfindung im Urin

fiir die in vivo-Charakterisierung der Aktivitdt von CYP2B6 cignet.

AuBerdem sollte ein robustes und sensitives Verfahren zur Quantifizierung von Coffein,
Paraxanthin und Tolbutamid im Plasma entwickelt und validiert werden. Die Methode
sollte zur Phénotypisierung von CYP1A2 und CYP2C9 bei den Probanden der Studien
C und D dienen (siehe Kapitel 3.2.2).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Referenzsubstanzen

Mephenytoin TRC Inc., North York, Kanada
Nirvanol TRC Inc., North York, Kanada
TRC Inc., North York, Kanada
4’-Methoxymephenytoin Ultrafine Chemicals, Manchester, UK
Coftfein Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

4’-Hydroxymephenytoin

Paraxanthin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tolbutamid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Chlorpropamid Ultrafine Chemicals, Manchester, UK

7-(B-Hydroxyethyl)theophyllin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

3.1.2 Reagenzien

Acetonitril, HPLC Gradient Grade
Ameisensdure, 99% p.a.
Ammoniumacetat, p.a.
B-Glucuronidase, Typ VII-A
Essigsdure, 98-99% p.a.
Methanol, HPLC Gradient Grade
Milli-Q®-Wasser (s. Kapitel 3.2.4)

Natriumchlorid, p.a.

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Millipore, Eschborn

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

3.1.3 Hergestellte Puffer und Losungen

Ammoniumacetatpuffer

Zur Herstellung von 1 L 0,2 mM-Ammonimacetatpuffer wurden 15,46 mg
Ammoniumacetat eingewogen und in 1 L Wasser gelost. Die Einstellung auf einen pH-

Wert von 4,75 erfolgte mit Essigsdure (98-99%). Der Puffer wurde bei +4°C gelagert.

B-Glucuronidase-LOsung

Zur Herstellung von B-Glucuronidase-Losung wurde das lyophilisierte Enzym in
0,2%iger Natriumchlorid-Ldsung in einer Konzentration von 3200 Einheiten/mL gelost.

Die Losung wurde nach Aliquotierung bis zu ihrer Verwendung bei —20°C gelagert.
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3.14 Geréate

Analysenwaage

HPLC-Saulen

Kuhlzentrifuge

pH-Meter

Pipetten

TiefkUhlschranke

Ultraschallbad

Sartorius MC1 RC D-OD1
Sartorius AG, Géttingen

Mephenytoin-Analytik

Aquasil C18 (100 x 3,0 mm; Sum) mit entsprechender
Vorséule (10 x 3,0 mm; Spum)

Thermo Electron, Runcorn, UK

Coffein-/Tolbutamid-Analvytik

Hypersil Gold (50 x 2,1 mm; Sum) mit entsprechender
Vorsdule (10 x 3,0 mm ; Spm)

Thermo Electron, Runcorn, UK

Heraeus Labofuge 400 R

Thermo Electron, Dreieich

pH 323
WTW GmbH, Weilheim

Eppendorf Research® (10-100 mL und 100-1000 mL)
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Multipette™ (100-10.000 mL)
Eppendorf AG, Hamburg

Nichiryo Model 5000 (100-1000 mL)
Nichiryo Co., Tokyo, Japan
Deep Freezer VX 570 S

Thermo Electron, Dreieich

Forma Bio-Freezer 8281

Forma Inc., Marietta, USA

GSL 351./GS35K O

Siemens Elektrogerite, Essen

Transonic 780

Elma GmbH, Singen
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Vortex-Mixer Reagenzien-Mixer
Eckli, Ziirich, Schweiz

Wasseraufarbeitung Milli-Q®-Plus

Millipore, Eschborn

Wasserbad Julabo P

Julabo GmbH, Seelbach

Zentrifugalverdampfer Jouan RC 10.22

Thermo Electron, Dreieich

Zentrifuge Centrifuge 5417 C
Eppendorf AG, Hamburg

LC-MS/MS-System Autosampler: Surveyor Autosampler
(s. Kapitel 3.3.1) LC-Pumpe: Surveyor MS Pump

MS/MS-Detektor: TSQ-Quantum

Steuerungssoftware: Finnigan Xcalibur 1.3

Quantifizierungssoftware: LCQuan 1.3

Thermo Electron, San Jose, USA

3.15 Verbrauchsmaterialien

Autosampler Vial (1,5 ml) mit Kappe
Micro Insert flir Autosampler Vial
Combitips fiir Multipette® (2,5 und 5 mL)
EDTA-Monovetten 9 mL
Li"-Heparin-Monovetten

Pipettenspitzen (100 und 1000 pL)
Probengefil3e, konisch (1,5 und 2 mL)

Thermo Electron, Dreieich
Thermo Electron, Dreieich
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Niirmbrecht
Sarstedt AG & Co., Niirmbrecht
Brand GmbH, Wertheim
Sarstedt AG & Co., Niurmbrecht
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3.2 Phanotypisierungsstudien

3.2.1 Studienpopulation

Insgesamt 54 gesunde, ménnliche Probanden kaukasischer Abstammung nahmen an
vier Cocktailstudien (A, B, C und D) zur Phénotypisierung wichtiger arzneistoff-
metabolisierender Enzyme und Transporter teil. Zwei Probanden nahmen an mehr als
einer Studie teil. Dadurch sind die Probanden B09 und B11 identisch mit Proband D16
bzw. C10. In beiden Fillen wurden ausschlieflich die Daten der ersten
Studienteilnahme zur weiteren Auswertung herangezogen. Tabelle 9 enthilt die
demographische Statistik aller vier Studienpopulationen und Angaben zur Anzahl der
Raucher unter den Probanden. (Eine detailierte Auflistung der individuellen Daten aller

Studienteilnehmer findet sich im Anhang.)

Tabelle 9. Demographische Statistik und Raucherstatus der Studienpopulationen

Anzahl der Probanden

Studie (Raucher®) Alter  [Jahre]  KorpergroRe ® [ecm]  Korpergewicht @ [kg]
A 10 (5) 31 (25-40) 185 (177-199) 85 (74-98)
B 16 (0) 29 (23-42) 182 (171-195) 78 (71-101)
C 12 (2) 36 (24-49) 181 (172-198) 80 (60-103)
D 16 (0) 29 (21-43) 182 (173-194) 80 (66-99)
Total 54°(7) 31 (21-49) 182 (171-199) 81(60-103)

a:  Arithmetischer Mittelwert (Bereich) zum Zeitpunkt der Voruntersuchungen
b:  Konsum <3 Zigaretten pro Tag
¢ Nur 52 verschiedene Studienteilnehmer. Proband B09 und B11 sind identisch mit Proband D16 und C10.

Alle vier Studien wurden durch die unabhingige Ethikkommission der Medizinischen
Fakultdt der Universitdt zu K6ln genehmigt und nach den Regularien der Deklaration
von Helsinki sowie den entsprechenden europdischen und internationalen Richtlinien
durchgefiihrt. Alle Probanden gaben eine schriftliche Einverstindniserklirung zur
Studienteilnahme ab, nachdem sie zuvor iiber die potentiellen Risiken einer
Partizipation aufgeklért worden waren.

Die Gesundheit der Probanden wurde im Rahmen von Vor- und
Nachuntersuchungen iiberpriift. Diese Untersuchungen bestanden aus einer griindlichen
korperlichen Untersuchung, der Messung von Vitalzeichen, dem Anfertigen eines
Elektrokardiogramms und umfassenden klinischen Labortests. Wahrend der Studientage
wurden die Probanden in definierten Abstdnden nach UAW befragt. Zudem wurde ihr

Wohlbefinden durch regelméfiges Messen von Blutdruck und Pulsrate {iberwacht.
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Um potentielle Interaktionen mit dem Cytochrom P450-System zu vermeiden,
wurden alle Studienteilnehmer angewiesen, sowohl auf anstrengende korperliche
Betitigungen, als auch auf den Verzehr Methylxanthin-, Grapefruit- oder Alkohol-
haltiger Nahrungsmittel bzw. Getrinke von mindestens 48 Stunden vor, bis 48 Stunden
nach Verabreichung des Phanotypisierungscocktails zu verzichten. Wéhrend Studie C
und D war auBlerdem der Konsum chininhaltiger Getrinke bis zum Ende der
Nachuntersuchungen untersagt. Die Einnahme anderer Medikamente war von 2 Wochen

vor Beginn bis zur Beendigung der Studien verboten.

3.2.2 Phanotypisierungscocktail und -prozedur

Allen Studien war die Verabreichung eines Cocktails mit mindestens fiinf
verschiedenen Phénotypisierungssubstraten gemeinsam. Studie A bestand aus einem
einzigen Durchgang. Bei den restlichen Studien handelte es sich um Interaktionsstudien,
in deren Verlauf der Einfluss eines Testpraparates (Testperiode) auf die Aktivitit
ausgewdhlter CYPs und Arzneistofftransporter gegeniiber Placebo (Referenzperiode)
untersucht wurde. Tabelle 10 fiihrt die verwendeten Cocktailbestandteile und ihre

jeweiligen Dosierungen auf.

Tabelle 10. Bestandteile der Phanotypisierungscocktails und ihre Dosierungen

Substrat Studie A Studie B Studie C Studie D
Amoxicillin 100 mg - - -
Coffein 150 mg 150 mg 150 mg 150 mg
Chloroxazon 250 mg - - -
Dextromethorphan 30 mg 30 mg 30 mg 30 mg
Digoxin 0.5 mg - 0.5 mg -
Mephenytoin 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg
Midazolam p.o. 2 mg” 2 mg" 2 mg" 2 mg®
Midazolam i.v. 1 mg* 1 mg" 1 mg" 1 mg
Nikotin 0.5 mg - - -
Tolbutamid 125 mg 125 mg 125 mg 125 mg

a:  Studie A: Erfassung der hepatischen und intestinalen CYP3A4-Aktivitit: Zuerst 1 mg Midazolam i.v., 90 min spéter 2 mg
Midazolam p.o.

b:  Studie B, C und D: Erfassung der intestinalen und hepatischen CYP3A4-Aktivitit: Zuerst 2 mg Midazolam p.o., 240 min
spéter 1 mg Midazolam i.v.

Um eine korrekte Urinsammlung sicherzustellen, mussten die Probanden vor Einnahme

des Cocktails ihre Blase vollstindig leeren. Danach wurden ihnen (neben anderen
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Substraten) die fiir diese Arbeit relevanten Phénotypisierungssubstrate MEP, COF und
TOL wie folgt verabreicht:

= 50 mg MEP, entsprechend einer halbierten Tablette Epilan Gerot® (Gerot
Pharmazeutika, Wien, Osterreich). Um die tatséichlich verabreichte Menge MEP

zu bestimmen, wurde jede Tablettenhélfte gewogen.

= 150 mg COF in Form von 3 Tabletten Percoffedrinol® (Herbert J. Passauer
GmbH & Co. KG, Berlin)

= 125 mg TOL, entsprechend einer geviertelten Tablette Tolbutamid RAN®
(R.A.N. Novesia AG, Neuss). Um die tatsdchlich verabreichte Menge TOL zu

bestimmen, wurde jedes Tablettenviertel gewogen.

Studie A war eine offene, Ein-Perioden-Pilotstudie zur Etablierung eines niedrig
dosierten Phénotypisierungscocktails. Morgens um 7:00 Uhr erhielten zehn gesunde,
junge  Probanden  kaukasischer =~ Abstammung den oralen Anteil des
Phanotypisierungscocktails mit Ausnahme von Midazolam. Direkt im Anschluss wurde
1 mg Midazolam intravends injiziert. Nach 90 Minuten folgte die Adminstration von 2
mg Midazolam p.o.. Allen Studienteilnehmern war die Einnahme fester Nahrung von 10
Stunden vor bis 5 Stunden nach Cocktaileinnahme untersagt und auch die Einnahme
von Fliissigkeit in Form von stillem Wasser war limitiert. Die weiterfithrende Einnahme

von Nahrung und Fliissigkeit war standardisiert.

Studie B war eine offene, Placebo-kontrollierte Interaktionsstudie im zweifachen
Crossover-Design und primér fiir die Erstellung eines Interaktionsprofils von Propiverin
in vivo bestimmt.”® Sechzehn gesunde, ménnliche Nichtraucher wurden sechs Tage lang
jeweils morgens und abends im Abstand von ungefihr 12 Stunden ambulant mit
Propiverin (15 mg, 2x tiglich) oder Placebo vorbehandelt. Am Morgen des siebenten
Studientags wurde der orale Anteil des Cocktails zusammen mit einer weiteren Dosis
Propiverin bzw. Placebo eingenommen. Vier Stunden spéter wurden allen Probanden
1 mg Midazolam intravends appliziert. Die Einnahme von fester Nahrung und
Fliissigkeit in Form von Stillem Wasser war standardisiert und die wash out-Phase

zwischen den beiden Studienperioden betrug zwei Wochen.

Studie C war ecine randomisierte, nicht verblindete Arzneistoff-Cocktail-

Interaktionsstudie im doppelten Crossover-Design mit 12 ménnlichen Teilnehmern
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kaukasischer Abstammung. Der Wirkstoff von Studie C befindet sich noch in der
klinischen Entwicklung und darf daher aus patenschutzrechtlichen Griinden nicht
gennant werden. An Tag 1 und 2 der Studie erhielten die Probanden jeweils morgens
eine Dosis des Testpraparates oder Placebo. Zwei Stunden nach der zweiten Dosis
wurde der orale Anteil des Phanotypisierungscocktails verabreicht. Nach weiteren vier
Stunden wurden allen Probanden 1 mg Midazolam intravends appliziert. Allen
Studienteilnehmern war die Einnahme fester Nahrung von 10 Stunden vor bis 6 Stunden
nach Cocktaileinnahme untersagt und auch die Einnahme von Fliissigkeit in Form von
Stillem Wasser war limitiert. Die weiterfilhrende Einnahme von Nahrung und
Fliissigkeit war standardisiert. 48 Stunden nach Cocktailverabreichung wurden die
Probanden aus der klinischen Obhut entlassen. Jeweils 86 und 158 Stunden nach
Cocktailverabreichung mussten alle Probanden fiir zwei stationdre, néchtliche
Urinsammlungen die Probandenstation wieder aufsuchen. Die wash out-Phase zwischen

den beiden Studienperioden betrug 4 Wochen.

Studie D war eine randomisierte, doppelblinde Cocktailphénotypisierungsstudie im
zweifachen Crossover-Design. Auch der Wirkstoff von Studie D darf aus
patentschutzrechtlichen Griinden an dieser Stelle nicht genannt werden. Vor Gabe der
Phinotypisierungscocktails wurde jeder der 16 ménnlichen, kaukasischen Nichtraucher
iber 6 Tage, jeweils morgens ambulant mit Testmedikation oder Placebo, vorbehandelt.
Am Morgen von Tag sieben wurde dann der orale Part des Cocktails zusammen mit der
letzten Dosis des Testpriparates bzw. Placebo eingenommen. Vier Stunden spiter
wurde allen Probanden 1 mg Midazolam intravends appliziert. Die Einnahme von fester
Nahrung und Fliissigkeit in Form von Stillem Wasser war standardisiert. Die wash out-

Phase zwischen den beiden Studienperioden betrug 2 Wochen.

Die Studien A und B dienten der Etablierung des Phinotypisierungscocktails und hatten
demzufolge Pilotcharakter. Anhand der durch sie gewonnenen Daten sollte
insbesondere die Notwendigkeit einer initialen B-Glucuronidasebehandlung des Urins
untersucht, sowie kumulierte und fraktionierte Urinsammelperioden gegeneinander
verglichen werden. Studie B diente dartiber hinaus zur Gewinnung erster Informationen
zur intraindividuellen Variabilitit der 4OHM-Ausscheidung. (Uberdies bildeten die
Studien A und B die Datengrundlage fiir die Validierung der 24 h-Plasmakonzentration

von TOL als CYP2C9-Phinotypisierungsparameter.'*’)
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Die vornehmliche Aufgabe von Studie C im Rahmen dieser Dissertation bestand in der
Generierung zusitzlicher Daten, zur Bestitigung der mit Hilfe von Studie A und B
gewonnenen Informationen zur Selektivitidt und Variabilitdt der 4OHM-Ausscheidung.
Durch die siebentigige Uberwachung der Urinausscheidung und die lange
Auswaschphase zwischen den Studienperioden diente sie darliber hinaus zur
Evaluierung der intraindividuellen Variabilitidt der NIR-Exkretion. Aufgrund fehlender
Genotypisierung konnte Studie D nur zur Bestitigung der zuvor erlangten Daten zur

intraindividuellen Variabilitidt der 4OHM-Ausscheidung herangezogen werden.

3.2.3 Urinsammlung

Der Urin wurde in allen Studien in 2-Liter-Kunststoffbehdltern gesammelt. Wahrend
der Sammlung wurden die Behélter auf +4°C gekiihlt. Vor Beginn des jeweils
folgenden Sammelintervalls waren die Probanden angehalten, ihre Blase vollstindig zu
leeren. Die Anzahl und Dauer der einzelnen Sammelperioden differierte betrachtlich

zwischen den vier Studien:

Studie A: Predose, 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-12 und 12-24 h

Studie B: Predose, 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-12, 12-16 und 16-24 h

Studie C:  Predose, 0-4, 4-8, 8-12, 12-16, 16-24, 24-36, 36-48, 86-94 und 158-166 h
Studie D: Predose, 0-6 und 6-12 h

Die exakte Dauer jedes Sammelintervalls und der pH-Wert des Urins wurden schriftlich
festgehalten. Zur Volumenbestimmung des Urins wurden die Behélter vor und nach der
Befiillung gewogen und von einer mittleren Dichte von 1 g/mL Urin ausgegangen.
Anschliefend wurden mehrere Aliquots zu 10 mL in Plastikrohrchen gefiillt und bis zur

Analyse bei -80°C gelagert.

3.2.4 Blut- und Plasmasammlung

Fiir die Genotypisierung wurde allen Probanden vor der ersten Verabreichung von
Studienmedikation eine Vollblutprobe in Monovetten mit Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA-Monovetten 9 mL, Sarstedt AG & Co., Niirmbrecht) abgenommen.

Nur Studie C und D: Zur Phéanotypisierung von CYP1A2 und CYP2C9 wurde den
Probanden je eine Plasmaprobe vor und sechs Stunden (CYP1A2) bzw. 24 Stunden
(CYP2C9) nach Verabreichung von Coffein und Tolbutamid in Lithium-Heparin-
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Monovetten (Sarstedt AG & Co., Niirmbrecht) abgenommen. Nach Plasmaherstellung
in der Kiihlzentrifuge bei +4°C und Aliquotierung in Plastikrdhrchen wurden die Proben

bis zur Analyse bei -80°C gelagert.
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3.3 Bestimmung von Mephenytoin und seiner beiden Phase-1-

Metabolite im Urin

3.3.1 Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung erfolgte an einem LC-MS/MS-System der Firma Thermo
Electron (San Jose, USA), das aus einem Surveyor Autosampler mit
temperaturkontrollierter Probenlagerung und Saulenofen, einer Surveyor MS-Pumpe
und einem TSQ Quantum Triple Quadrupol-Massenspektrometer mit einem Interface
zur Elektrospray-lonisierung (ESI) bestand. Das System wurde durch die
implementierte Xcalibur-Software (Version 1.3) kontrolliert.

Zur Entwicklung der geeigneten MS/MS-Parameter wurden  wéssrige
Stammlosungen von MEP, NIR, 4OHM und des internen Standards (ISTD) 4’-
Methoxymephenytoin (4MME) in einem Gemisch von Wasser und MeOH (80:20 v/v)
mit Konzentrationen von ca. 1000 ng/mL hergestellt. Hieraus erfolgte die Verdiinnung
zu einer wissrigen Gesamtstammldsung mit einer Konzentration von 100 ng/mL.

Fiir jeden Analyten wurde durch Direktinfusion der Einzelstammldsungen und mit
Hilfe der Quantum Tune Master-Software (Thermo Electron, San Jose, USA) das
Tochterionen-Fragment mit der hochsten Signalintensitdt detektiert. AnschlieBend
wurden die optimalen MS/MS-Bedingungen  durch  Direktinfusion  der
Einzelstammlosungen und Loop-Injektionen der Gesamtstammldsung ermittelt. Zur
Optimierung des Selected Reation Monitorings (SRM) wurden zu diesem Zweck

folgende Parameter sequentiell variiert:

. Ionisierungsquelle:
. lonisierungsenergie
" Mantelgas (sheath gas)-Fluss (StickstofY)
= Hilfsgas (aux gas)-Fluss (Fluss)
o Detektor:
. Temperatur der lonentransferkapillare
. Kollisionsenergie (CE)
. Kollisionsgas-Fluss (Argon)

Die chromatographische Trennung der Analyten wurde durch Flussinjektion wissriger
Stammlosungen und gespikter, aufgearbeiteter Urinproben entwickelt. Das Verfahren

wurde durch Variation verschiedener Séaulenmaterialen, der Laufmittel-
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zusammensetzung und -flussgeschwindigkeit, der Temperatur des Sdulenofens und des
zeitlichen Verlaufs des Laufmittelgradienten optimiert.

Fir die Entwicklung eines einfachen wund robusten Verfahrens zur
Probenaufarbeitung wurde nach orientierender Ermittlung der maximalen
Urinkonzentrationen bei 3 Probanden der Studie B die geeignetste Verdiinnung des
Urins bestimmt. Um die Dauer der optimalen Inkubationsperiode zur kompletten
Degluguronidierung von 4OHM-Glucuronid zu ermitteln, wurden sechs Verumproben
der Studie B (2-4 h-Sammelintervall) fiir jeweils 3, 6, 12 und 24 h mit -Glucuronidase-
Stammldsung inkubiert. Es stellte sich heraus, dass bereits eine 3-stiindige Inkubation
zur vollstindigen Hydrolyse des Konjugats ausreichte. Aus Sicherheitsgriinden wurde
die Inkubationszeit auf 6 h verlingert. AuBerdem wurde iiberpriift, ob es durch die
thermische Belastung wihrend der Inkubation zu einem Konzentrationsabbau der
Analyten kommt. Zu diesem Zweck wurden drei Sétze Qualitdtskontrollproben mit 3-
Glucuronidase inkubiert und mit zwei Sétzen nicht vorbehandelter Kalibrierproben
vermessen. Da es zu keiner signifikanten Konzentrationsabnahme kam, wurden alle
Qualititskontrollproben und Kalibrierproben auf zeit- und arbeitsschonende Weise ohne

vorherige Deglucuronidierung aufgearbeitet.

3.3.2 Herstellung von Stamm- und Arbeitsldsungen

3.3.2.1 Matrix

Arzneistofffreier Urin (Leerurin) von sechs gesunden weiblichen und ménnlichen
Mitarbeitern des Instituts fiir Pharmakologie der Universitit zu Kdln wurde, mit
Ausnahme eines geringen Volumens zur Validierung der Selektivitdt, gepoolt, in

geeignete Volumina aliquotiert und bis zu seiner Verwendung bei —20°C gelagert.

3.3.2.2 Stamm- und Arbeitslésungen
Zur Herstellung der Stammlosungen von MEP, NIR und 40HM wurden jeweils 2,5 mg
Substanz in 5 mL einer Mischung von 0,2M-Ammoniumacetat-Puffer mit MeOH
(80:20 v/v) gelost. Dabei erfolgte die Einwaage fiir Kalibrier- und
Qualititskontrollproben getrennt.

Zwei separate Gesamtstammldsungen in den Konzentrationen 10000 ng/mL
(Kalibrierproben) und 9000 ng/mL (Qualitdtskontrollproben) wurden durch geeignete
Mischung und Verdiinnung der jeweiligen MEP-, NIR und 4OHM-Stammldsungen mit

arzneistofffreiem Urin hergestellt. Beide Losungen dienten gleichzeitig als



-47 -

Kalibrierstandard bzw. Qualititskontrollproben mit der jeweils hochsten Konzentration
(CS1 und QC1).

Sieben weitere Kalibrierstandards (CS) und drei Qualitdtskontrollproben (QC)
wurden durch geeignete Verdiinnung der entsprechenden Gesamtstammlosungen mit
Leerurin produziert. Die Urinmatrix wurde dabei mit weniger als 1% MeOH (v/v)
verdiinnt. Die nominellen Konzentrationen betrugen 10000 ng/mL, 5000 ng/mL, 1500
ng/mL, 500 ng/mL, 150 ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL und 15 ng/mL fiir die
Kalibrierstandards 1 bis 8 und 9000 ng/mL, 3000 ng/mL, 30 ng/mL und 20 ng/mL fiir
die Qualitdtskontrollproben 1 bis 4. Alle Stamm- und Arbeitslosungen wurden

aliquotiert und bei —20°C gelagert.

3.3.2.3 ISTD-Stammldsung
Der interne Standard 4MME wurde mit einer Konzentration von 5000 ng/mL in

Methanol gelost. Die Stammldsung wurde aliquotiert und bei —20°C gelagert.

3.3.3 Probenaufarbeitung

Folgendes Aufarbeitungsschema galt fiir alle CS- und QC-Proben, sowie alle
Probandenproben der Studien A und B, die ohne vorherige Inkubation mit (-
Glucuronidase gemessen wurden: Nach Auftauen und zehnsekiindigem Vortexmischen
wurde 50 pL eines Aliquots Arbeitslosung bzw. Probandenurin zu je 250ul 0,2M-
Ammoniumacetatpuffer (pH 4,75) und 700 pL ISTD-Stammldésung in ein
verschlieBbares 1,5 mL-Probenréhrchen pipettiert. Nach zehnsekiindigem Schiitteln auf
dem Vortex-Mixer und Zentrifugation bei Raumtemperatur (10 min, 14000 g) wurden
100 pL des Uberstands in ein Autosampler Vial mit Micro Insert gefiillt.

Fiir eine initiale Vorbehandlung der Probandenproben mit B-Glucuronidase wurden die
Proben nach dem Auftauen fiir 10 sec Vortex-gemixt. Danach wurden 125 pL 0,2M-
Ammoniumacetatpuffer (pH 4,75) und 125 pL B-Glucuronidase-Stammldsung zu 50 pL.
Urin in ein verschlieBbares 1,5 mL-Probenr6hrchen gegeben. Die Probenréhrchen
wurden fest verschlossen, um ein Verdampfen ihres Inhalts zu vermeiden, und fiir sechs
Stunden bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation
diente die Zugabe von 700 pL methanolischer ISTD-Losung gleichzeitig zur
Prizipitation der B-Glucuronidase. Der weitere Ablauf der Aufarbeitung war indentisch

mit dem fiir nicht deglucuronidierte Proben.
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3.34 Chromatographie

Die Chromatographie wurde mit einer Surveyor MS-Pumpe mit einem Rheodyne

Sechskanalventil im Partial Loop-Modus betrieben. Zum Schutz der analytischen

Trennsédule wurde stets mit einer geeigneten Vorsdule gearbeitet. Laufmittel A bestand

aus einer Mischung von SmM-Ammoniumacetatpuffer/ACN/MeOH in Verhiltnis
90:5:5 (v/v/v). Laufmittel B bestand aus SmM-Ammoniumacetatpuffer/ACN/MeOH im

Mischungsverhiltnis 10:45:45 (v/v/v). Folgende HPLC-Bedingungen wurden gewéhlt:

Analvtische Trennséule

Vorsédule

Autosampler

Probeninjektionsvolumen
Spiilfliissigkeit

Sptilzyklus

Sptilvolumen Dosierspritze
Sptilvolumen Spritzennadel
Temperatur Sdulenofen

Temperatur Probentrays

LC-Pumpe

Flussrate

Stopzeit

100

80 —

60 —

40

20

Anteil am Laufmittelfluss [%]

Aquasil C18 (100 x 3,0 mm; Sp)
Aquasil C18 (10 x 3,0 mm; 5p)

20 uL

MeOH

nach jeder Injektion
400 pL

400 pL

30°C

5°C

300 puL/min

9 min

Zeit [min]

Abbildung 6. Schematische Darstellung des fur die Quantifizierung von MEP, NIR und 40HM

verwendeten Laufmittelgradientens. (A. Eluent A; B: Eluent B)
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Zur chromatographischen Separation der Analyten von der Probenmatrix wurde ein
linearer Laufmittelgradient eingesetzt. Die Probe wurde dazu zundchst mit 100%
Laufmittel A isokratisch eluiert. Nach 1 min, wurde die Laufmittelzusammensetztung
innerhalb von 2 min linear auf 100% Eluent B angehoben und 3,5 min konstant
gehalten. AnschlieBend wurde innerhalb von 1 min die Ausgangskonzentration von
100% Laufmittel A wiederhergestellt und zur Equilibrierung der Sdule iiber zusétzliche

1,5 min gehalten (Abbildung 6).
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Abbildung 7. Chromatogramm einer Kalibrierprobe 3 (Konz. 1500 ng/mL)

Eine Blockade der lIonentransferkapillare wéhrend langer Mesequenzen wurde mittels
eines Schaltventils (divert valve) vermieden. Dieses leitete den anfangs stark
matrixhaltigen Laufmittelstrom wéhrend der ersten 3,5 min in einen Abfallbehélter. Erst
danach wurde der Laufmittelstrom in den angekoppelten MS/MS-Detektor gespiilt. Die
Retentionszeiten konnten je nach Nutzungsgrad der eingesetzten Trennsédule in einem
gewissen Rahmen variieren, betrugen aber im Mittel 5,2 min fiir MEP, 5,0 min fiir NIR,
4,7 min fir 4OHM und 5,3 min fiir den ISTD. Abbildung 7 zeigt ein typisches
Chromatogramm einer Kalibrierprobe 3 (1500 ng/mL).

3.35 MS/MS-Detektion

Das TSQ Quantum Triple Quadropol-Massenspektrometer mit der angeschlossenen

ESI-Quelle arbeitete im Selected Reaction Monitoring-Modus fiir negativ geladene
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Ionen. Als Sheath und Auxiliary Gas wurde Stickstoff (Reinheitsgrad 5.0) mit einem
Druck von 30 bzw. 10 Hilfseinheiten (arbitrary units) angewendet. Als Kollisionsgas
wurde Argon (Reinheitsgrad 5.0) mit einem Druck von 1,5 Torr eingesetzt. Die
Spannung des ESI-Sprays wurde auf 3,6 kV, die Temperatur der lonentransferkapillare
auf 400°C eingestellt. Zusétzlich zur ESI-Ionisierung wurde eine leichte Spannung von
8,0 V zur Kollisions-induzierten Dissoziation (CID) eventuell entstandener
Losungsmittelcluster an die Quelle angelegt. Folgende SRM-Ubergiinge von [M-H]-
Mutterionen zu Tochterionen wurden zur Detektion der drei Analyten und des internen

Standards verwendet (Tabelle 11):

Tabelle 11. SRM-Ubergange und Kollisionsenergien zur MS/MS-Detektion von MEP, NIR,
40HM und 4MME (ISDT)

Analyt SRM-Ubergang [m/z] Kollisionsenergie [eV]
Mephentoin 217,11 - 188,10 22
Nirvanol 203,09 = 174,10 24
4’-Hydroxymephenytoin 233,00 - 190,10 20
4’-Methoxymephenytoin 247,02 - 203,10 28

Als massenspektrometische Auflosung, gemessen als Halbwertsbreite (FWHM),
wurden fiir den ersten und dritten Quadrupol (Q1 und Q3) 0,70 Da gewdhlt. Fiir alle
SRM-Ubergange wurde eine Scanweite von 0,60 Da verwendet. Die Zeit eines SRM-

Scans betrug 0,200 sec.

3.3.6 Peakintegration

Alle LC-MS/MS-Peaks wurden automatisch durch die Quantifizierungssoftware
LCQuan (Version 1.3) unter Nutzung des ICIS Peak Detektion Algorhitmus integriert.
Alle Chromatogramme wurden optisch tberpriift und, falls notwendig, manuell

nachintegriert.

3.3.7 Kalibrierung

Die Kalibriergeraden wurden mit Hilfe von zwei Sitzen Kalibrierstandards erstellt,
welche jeweils am Anfang und am Ende einer Probensequenz analysiert wurden. Der
nominelle Konzentrationsbereich lag dabei zwischen 15 und 10000 ng/mL. Die
Berechnung der 1/x-gewichteten, linearen Kalibriergeraden basierte auf dem Quotienten

der Peakflachen von Analyt und ISTD.
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3.3.8 Einsatz zur Messung von Probandenproben aus den Studien A bis D

Die Messung der Proben von Studie A, B, C und D erfolgte gemill dem in 3.3.2 bis
3.3.7 beschriebenen Verfahren. Eine Probensequenz bestand aus je einem vollstindigen
Satz an Kalibrierungsproben am Anfang und am Ende einer Messreihe, 40 bis 50
Urinproben mit unbekannter Konzentration und drei Sdtzen QCs, wobei eine QC-Probe
mindestens alle 8 Probandenproben analysiert wurde. Die Test- und Referenz-Perioden
einzelner Probanden wurden dabei innerhalb einer Sequenz vermessen.

Fir die Studien A und B wurde 4OHM sowohl mit, als auch ohne vorherige
Deglucuronidierung bestimmt. Dagegen wurde 4OHM in Studie C und D nur noch nach
Vorbehandlung des Urins mit B-Glucuronidase bis zu 12 h nach Verabreichung von

MEP quantifiziert. Fiir Studie C wurde NIR im Urin aller Sammelintervalle gemessen.

3.4 Bestimmung von Coffein, Paraxanthin und Tolbutamid in

Humanplasma

34.1 Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung erfolgte nach dem bereits in Kapitel 3.3.1 beschriebenen
Schema. Die geeignetesten SRM-Uberginge und Geriteparameter fiir die MS/MS-
Detektion wurden durch Direkt- und Loopinfusion eigens hergestellter Stamm- und
Gesamtstammldsungen ermittelt. Zur Probenaufarbeitung und -aufreinigung wurde ein
bereits fiir die Midazolam-Analytik validiertes Verfahren adaptiert. Auch die
Entwicklung der chromatographischen Trennung erfolgte entsprechend der unter 3.3.1
erlduterten Vorgehensweise. Im Rahmen einer Vorvalidierung zur analytischen
Selektivitdt wurde jedoch festgestellt, dass PAX und Theophyllin (TPH) neben einer
identischen Muttermasse auch ein kongruentes Fragmentspektrum (siche Abbildung 8)
aufwiesen und der chromatographische Peak des TPHs dariiber hinaus nahezu

gleichzeitig mit dem des PAXs co-eluierte.
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Abbildung 8. Fragmentionenspektrum von a) Paraxanthin und b) Theophyllin mit Vorschlag fur

die Fragmentierung des in beiden Fallen intensivsten SRM-Ubergangs: 181,2->124,2 [m/z]

Trotz umfangreicher Bemiihungen konnte, bei einer gleichzeitig angestrebten Laufzeit
von maximal 5 min pro Chromatogramm, keine Basislinientrennung der beiden Peaks
erzielt werden. Wie Abbildung 9 beweist, ist jedoch der Einfluss des TPHs auf die
Peakhohe des PAXs zu vernachldssigen, zumal die Konzentrationen von TPH in vivo
nur bei etwa 10% der Konzentration von PAX liegen,"”’ weshalb in der Folge nicht der

Peakflachen-Quotient, sondern der Peakhdhen-Qutient von PAX und und dem ISTD 7-

(B-Hydroxyethyl)theophyllin (7HET) zur Quantifizierung von PAX eingesetzt wurde.
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Abbildung 9. Vergleich eines PAX- und TPH-Chromatogramms. Geringer Einfluss des TPH-
Peaks auf die Peakhdhe von PAX.

3.4.2 Herstellung von Stamm- und Arbeitsldsungen

3.4.2.1 Stamm- und Arbeitslésungen

Zur Herstellung der Stammldsungen von COF und PAX wurden jeweils 2,5 mg
Substanz in 5 mL Wasser gelost. Zur Herstellung der Stammldsung von TOL wurden
7,5 mg Substanz in 5 mL MeOH gelost. Fiir alle drei Substanzen erfolgte die Einwaage
fiir Kalibrier- und Qualitdtskontrollproben getrennt.

Zwei separate Gesamtstammldsungen in den Konzentrationen 100.000 ng/mL fiir
COF und PAX sowie 300.000 ng/mL fiir TOL wurden durch geeignete Mischung und
Verdiinnung der jeweiligen COF-, PAX und TOL-Stammldsungen mit Wasser
hergestellt. Aus diesen Gesamtstammlosungen wurden sieben bzw. vier
Arbeitslosungen fiir Kalibrierproben und Qualitdtskontrollproben durch geeignetes
Verdiinnen der entsprechenden Gesamtstammldsungen mit Wasser produziert. Alle

Stamm- und Arbeitslésungen wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert

3.4.2.2 ISTD-Stammldsungen
7-(B-Hydroxyethyl)theophyllin (7HET), der interne Standard zur Quantifizierung von
COF und PAX, wurde mit einer Konzentration von 50.000 ng/mL in Wasser gelost.
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Chlorpropamid (CPP), der interne Standard zur Quantifizierung von TOL, wurde mit
einer Konzentration von 50.000 ng/mL in MeOH gelost.

Eine kombinierte 7HET/CPP-Stammlosung wurde durch geeignetes Mischen und
Verdiinnen beider ISTDs mit Wasser hergestellt. Die kombinierte [ISTD-Stammldsung
wurde aliquotiert und bei —20°C gelagert.

3.4.3 Probenaufarbeitung
3.4.3.1 Matrix

Arzneistofffreies Lithium-Heparin-Plasma (Leerplasma) von sechs gesunden weiblichen
und ménnlichen Mitarbeitern des Instituts fiir Pharmakologie der Universitdt zu Kdln
wurde, mit Ausnahme eines geringen Volumens zur Validierung der Selektivitit,
gepoolt, in geeignete Volumina aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die SpenderInnen
waren zuvor gebeten worden, mindestens drei Tage vor Abgabe der Plasmaspende auf
den Konsum coffeinhaltiger Produkte (Kaffee, Tee, Erfrischungslimonade und

Schokolade) zu verzichten.

3.4.3.2 Kalibrierstandards und Qualitatskontrollproben

Zur Herstellung von Kalibrierstandards und Qualitdtskontrollproben wurden 150 pL
Leerplasma mit 50 pL kombinierter ISTD-Lsung, 400 pL ACN und 50 uLL CS- oder
QC-Arbeitslosung versetzt und 10 sec mit einem Vortex-Mixer gemischt. (Zur
Herstellung von Leerproben wurde Leerplasma, anstatt des internen Standards und der
Arbeitslosung, mit 100 pnL. Wasser versetzt.) Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 14000 g wurden 500 pL des klaren Uberstands abpipettiert, in ein
neues Probengefdll gegeben und im Zentrifugalverdampfer (Jouan RC 10.22) in 120
min bis zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 100 pL 0,1%iger
Ameisensdure/MeOH (95:5; v/v) aufgenommen, zentrifugiert (10 min, 14.000 g) und 85
uL des Uberstandes in ein Autosampler Vial mit Micro Insert gefiillt.

Zur Aufarbeitung der Probandenproben wurden 150 pL Probandenplasma mit 50 uL.
kombinierter ISTD-Losung, 400 unL ACN und 50 pL Wasser versetzt. Der weitere
Ablauf der Aufarbeitung war identisch mit dem fiir die Kalibrierstandards und
Qualititskontrollproben. Tabelle 12 und Tabelle 13 enthalten die Pipettierschemata zur
Herstellung von CS, QC, Leer- und Probandenproben.
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Tabelle 12. Pipettierschema zur Herstellung von Kalibrierstandards (CS), Leer- und

Probandenproben

Nominelle Konz.2

CAF/PAX (TOL) WS1I WSl WS1 WSl WSl WSl WSl ISTD H,0
[ng/mL] Name [uL] [uL] [pL] [uL]  [pt]  [ub]  [pL]  [ub]  [WL]
0 Leer - - - - - - - - 100
5000 (15000) CS1 50 - - - - - - 50 -
1500 (4500) CS2 - 50 - - - - - 50 -
500 (1500) CS3 - - 50 - - - - 50 -
150 (450) CS4 - - - 50 - - - 50 -
50 (150) CS5 - - - - 50 - - 50 -
15 (45) CS6 - - - - - 50 - 50 -
3.33 (10) CS7 - - - - - - 50 50 -
Probandenproben - - - - - - - - 50 50

a:  Effektive Konzentration der Kalibrierungsstandards nach erfolger Aufarbeitung. Arbeitslosungen (WS) dreimal hoéher
konzentriert.

Tabelle 13. Pipettierschema zur Herstellung von Qualitatskontrollproben (QC)

Nominelle Konz.?

CAF/PAX (TOL) QC-WS1 QC-WS2 QC-WS3 QC-Ws4 ISTD
[ng/mL] Name [ML] [mL] [ML] [mL] [ML]

4500 (13500) QCl1 50 - - - 50

450 (1350) QC2 - 50 - 50

30 (90) QC3 - - 50 - 50

5(15) QC4 - - - 50 50

a:  Effektive Konzentration der Kalibrierungsstandards nach erfolger Aufarbeitung. Arbeitsldsungen (WS) dreimal héher

konzentriert.

34.4 Chromatographie

Die Chromatographie wurde mit einer Surveyor MS-Pumpe, ausgestattet mit einem
Rheodyne Sechskanalventil im Partial Loop-Modus betrieben. Zum Schutz der
analytischen Trennsdule wurde stets mit einer geeigneten Vorsdule gearbeitet.
Laufmittel A war 0,1%iger Ameisensdure. Laufmittel B war MeOH. Folgende HPLC-

Bedingungen wurden gewihlt:
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Analytische Trennsédule Hypersil Gold (50 x 2,1 mm; 5p)
Vorséule Hypersil Gold (10 x 3,0 mm; 5u)

Autosampler

Probeninjektionsvolumen 20 uL
Spiilfliissigkeit MeOH

Sptilzyklus nach jeder Injektion
Spiilvolumen Dosierspritze 500 uL
Spiilvolumen Spritzennadel 2000 pL
Temperatur Sdulenofen 30°C

Temperatur Probentrays 5°C

LC-Pumpe

Flussrate 300 pL/min
Stopzeit 4,5 min
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Abbildung 10. Schematische Darstellung des fir die Quantifizierung von COF, PAX und TOL

verwendeten Laufmittelgradientens.

Zur chromatographischen Separation der Analyten von der Probenmatrix wurde ein
linearer Laufmittelgradient eingesetzt (sieche Abbildung 10). Die Probe wurde dazu
zundchst mit 95% Laufmittel A isokratisch eluiert. Nach 0,5 min wurde die
Laufmittelzusammensetzung innerhalb von 1 min linear auf 90% Eluent B angehoben

und 2 min konstant gehalten. AnschlieBend wurde innerhalb von 0,5 min die
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Ausgangskonzentration von 95% Laufmittel A wiederhergestellt und zur Equilibrierung

der Séule tiber zusétzliche 0,5 min gehalten.

Eine Blockade der lonentransferkapillare wéhrend langer Messequenzen wurde
mittels eines Schaltventils (divert valve) vermieden. Dieses leitete den anfangs stark
matrixhaltigen Laufmittelstrom wihrend der ersten 2,0 min in einen Abfallbehélter. Erst
danach wurde der Laufmittelstrom in den angekoppelten MS/MS-Detektor gespiilt. Die
Retentionszeiten konnten je nach Nutzungsgrad der eingesetzten Trennsdule in einem
gewissen Rahmen variieren, betrugen aber im Mittel 2,8 min fiir COF, 2,6 min fiir PAX,
3,3 min fir TOL, 2,6 min fir 7HET und 3,3 min fiir CPP. Abbildung 11 zeigt das
typische Chromatogramm einer CS2 mit einer mittleren Konzentration (1500 ng/mL fiir

COF/PAX und 4500 ng/mL fiir TOL) der Analyten.
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Abbildung 11. Chromatogramm einer Kalibrierprobe (Konz. 1500 ng/mL COF/PAX bzw. 4500
ng/mL TOL)
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345 MS/MS-Detektion

Das TSQ Quantum Triple Quadropol-Massenspektrometer mit der angeschlossenen
ESI-Quelle arbeitete im Selected Reaction Monitoring-Modus fiir positiv geladene
Ionen. Als Sheath und Auxiliary Gas wurde Stickstoff (Reinheitsgrad 5.0) mit einem
Druck von 30 bzw. 5 Hilfseinheiten (arbitrary units) angewendet. Als Kollisionsgas
wurde Argon (Reinheitsgrad 5.0) mit einem Druck von 1,5 Torr eingesetzt. Die
Spannung des ESI-Sprays wurde auf 5,0 kV, die Temperatur der Ionentransferkapillare
auf 400°C eingestellt. Zusitzlich zur ESI-lonisierung wurde eine leichte Spannung von
10,0 V zur Kollisions-induzierten Dissoziation (CID) eventuell entstandener
Losungsmittelcluster an die Quelle angelegt. Folgende SRM-Uberginge von [M+H]'-
Mutterionen zu Tochterionen wurden zur Detektion der drei Analyten und der beiden

internen Standards verwendet (Tabelle 1):

Tabelle 14. SRM-Ubergange und Kollisionsenergien zur MS/MS-Detektion von COF, PAX, TOL
sowie der beiden ISTDs 7HET und CPP

Analyt SRM-Ubergang [m/z] Kollisionsenergie [eV]
Coffein 195,20 > 138,16 24
Paraxanthin 181,20 - 124,15 24
Tolbutamid 271,30 = 91,20 38
7-(B-Hydroxyethyl)theophyllin 225,00 > 181,20 24
Chlorpropamide 277,00 > 111,10 38

Als massenspektrometische Auflosung, gemessen als Halbwertsbreite (FWHM),
wurden sowohl filir den ersten und dritten Quadrupol (Q1 und Q3) 0,70 Da gewihlt. Fiir
alle SRM-Ubergange wurde eine Scanweite von 0,60 Da verwendet. Die Zeit eines

SRM-Scans betrug 0,150 sec.

3.4.6 Peakintegration
Siehe Kapitel 3.3.6.

3.4.7 Kalibrierung

Die Kalibriergeraden wurden mit Hilfe von zwei Sdtzen CS erstellt, welche jeweils am
Anfang und am Ende einer Probensequenz analysiert wurden. Dabei wurden fiir die
TOL-Analytik alle sieben, fiir die COF/PAX-Analytik nur die sechs konzentriertesten
Standardldsungen verwendet. Der nominelle Konzentrationsbereich lag dabei zwischen

15 und 5000 ng/mL fiir COF und PAX und zwischen 10 und 15000 ng/mL fiir TOL.
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Die Berechnung der 1/x-gewichteten, linearen Kalibriergeraden basierte fiir COF und
TOL auf dem Quotienten der Peakflichen von Analyt und ISTD. Die ebenfalls 1/x-
gewichtete, lineare Kalibriergerade von PAX wurde mit Hilfe des Peakhdhen-

Quotienten berechnet.

3.4.8 Einsatz zur Messung von Probandenproben aus den Studien C und D

Die Messung der Proben von Studie C und D erfolgte gemél dem in 3.4.2 bis 3.4.7
beschriebenen Verfahren. Eine Probensequenz bestand aus je einem vollstindigen Satz
an Kalibrierungsproben am Anfang und am Ende einer Messreihe, 40 bis 50
Plasmaproben mit unbekannter Konzentration und drei Sitzen QCs, wobei eine QC-
Probe mindestens alle 8 Probandenproben analysiert wurde. Die Test- und Referenz-

perioden einzelner Probanden wurden dabei innerhalb einer Sequenz vermessen.

3.5 Validierung analytischer Methoden

Bei der Methodenvalidierung werden eine Reihe von Tests durchgefiihrt, mit denen die
Annahmen gepriift werden, auf denen eine Analysenmethode beruht, und zugleich die
Leistungsmerkmale einer Methode beschrieben und dokumentiert werden. Auf diese
Weise kann nachgewiesen werden, ob eine Methode fiir einen bestimmten
Analysezweck geeignet ist oder nicht. Wichtige Leistungsmerkmale von
Analysemethoden sind: Richtigkeit, Prézision, Selektivitit, Wiederfindung,
Quantifizierungsgrenze und der analytische Arbeitsbereich.

Sowohl fiir die Konzentrationsbestimmung von MEP, NIR und 40HM im Urin, als
auch fir die Quantifizierung von COF, PAX und TOL in Plasma wurde eine
Methodenvalidierung vorgenommen. Als formale Grundlage dienten die auf

192-195

internationalen  Richtlinien basierenden, internen SOP-Vorschriften der

Arbeitsgruppe Klinische Pharmakologie, Koln.

3.5.1 Herstellung von Stammlésungen

Die Einwaage der Referenzsubstanzen fiir Kalibrier- und Qualititskontrolldsungen
musste aus zwei getrennten Wigungen stammen und die Herstellung weiterer
Verdiinnungen unabhéngig voneinander und unter Gewichtskontrolle stattfinden.

Fiir Kalibrierl6sungen sollten sich zwei benachbarte Konzentrationen nicht mehr als

um den Faktor /10 unterscheiden. Die hdchste Konzentration der Kalibrierproben lag

uber der hochsten erwarteten Konzentration in den zu messenden Proben und tiber der
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hochsten Konzentration der Qualitdtskontrollproben, die niedrigste Konzentration der
Kalibrierproben unter der niedrigsten Konzentration der Qualitdtskontrollproben. Fiir
die Qualititskontrollproben wurden Losungen der Analyten im Konzentrationsbereich
der unteren Quantifizierungsgrenze (LLOQ), im mittleren Quantifizierungsbereich und
an der oberen Quantifizierungsgrenze hergestellt, wobei die niedrigst konzentrierte
Qualitétskontrollprobe gleichzeitig das LLOQ markierte. Eine detaillierte Beschreibung
der Herstellung von Stamm-, Kalibrier- und Qualitdtskontrolldsungen findet sich in den

Kapiteln 3.3.2 (MEP) und 3.4.2 (COF/TOL).

3.5.2 Kalibrierung

Zur Erstellung der Kalibriergerade sollte moglichst ein linearer Zusammenhang, also
das einfachste Modell zur Beschreibung des Verhiltnisses zwischen der Konzentration
und dem Signal des MS/MS-Detektors, gewihlt werden. Die Wichtung der Datenpunkte
sollte mit 1/x erfolgen. Eine Kalibrierungskurve galt als geeignet, wenn flir zumindest

zwei Drittel der Datenpunkte folgende Bedingungen erfiillt waren:

= Abweichung vom Sollwert nicht iiber 20 % an der Quantifizierungsgrenze

=  Abweichung vom Sollwert nicht tiber 15 % fiir alle anderen Konzentrationen

Datenpunkte, die diese Kriterien nicht erfiillten, konnten von der Kalibrierung

ausgeschlossen werden.

353 Selektivitat

Unter Selektivitdit wird die Féhigkeit einer analytischen Methode verstanden, den
Analyten in Gegenwart anderer Bestandteile der Probe zu identifizieren und zu

quantifizieren. Folgende Untersuchungen zur Selektivitdt wurden durchgefiihrt:

= Messung von Leerproben und von Proben mit der jeweils niedrigsten giiltigen
QC-Konzentration der Analyten in der entsprechenden biologischen Matrix aus
6 verschiedenen Quellen (jeweils 3-fach)

= Messung von Proben der jeweils niedrigsten giiltigen QC-Konzentration der
einzelnen Analyten und einer hohen Konzentration gleichzeitig in der Probe
vorhandener Analyte, sowie Cocktailsubstrate und derer (Haupt-)Metabolite

(jeweils 3-fach)
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In einer gesonderten Selektivitdtsuntersuchung wurde die Eignung der COF/TOL-
Methode getestet, PAX im Rahmen der erlaubten Variabilitit (siehe Kapitel 3.5.4.4) in
Anwesenheit der maximal erwarteten TPH-Konzentration iiber die Peakhohe zu
quantifizieren. Dazu wurden je drei QC-Proben aller drei Konzentrationslevel mit einem
konstanten Anteil TPH in Hohe von 30% der jeweiligen PAX-Konzentration versetzt

und anschlielend vermessen.

354 Préazision und Richtigkeit
3.5.4.1 Definitionen

Als Genauigkeit (engl. precision) bezeichnet man die Ubereinstimmung zwischen
unabhéngigen Tests (= Messungen) unter gleichen Bedingungen. Die Genauigkeit einer
Messreihe gibt Aufschluss liber die Reproduzierbarkeit der Probenaufbereitung und -
messung. Das Mal3 wird angegeben als Variationskoeffizient CV. Dieser berechnet sich
allgemein aus dem Quotient der Standardabweichung SD und dem arithmetischen

Mittelwert X . Fiir die Genauigkeit einer Messreihe gilt Formel 3.

. L . Standardabweichung der Ist-Konzentrationen . (3)
Genauigkeit einer Messreihe = ‘mittlere Ist-Konzentration * 100%; in [%]

Mit Richtigkeit (engl. accuracy) wird die Ubereinstimmung zwischen dem
Messergebnis und dem tatsdchlichen Gehalt bezeichnet, angegeben als mittlere
Abweichung in Prozent, die sich nach Formel 4 berechnet. Die Richtigkeit einer
Messreihe gibt  Aufschluss iiber mogliche systematische Fehler in der

Probenaufbereitung und -messung.

L Lo . (mittlere Ist-Konzentration) - (Soll-Konzentration) . (4)
Richtigkeit einer Messreihe = Soll_Konzentration * 100%; in [%0]

3.5.4.2 Variabilitat innerhalb eines Tages (intra-day assay)
Es wurden mindestens fiinf Proben in den unter 3.5.1 angegebenen Konzentrationen

gemeinsam aufbereitet und in einem Messvorgang bestimmt und ausgewertet.

3.5.4.3 Variabilitat an verschiedenen Tagen (inter-day assay)
An mindestens fiinf verschiedenen Tagen wurden Proben in den unter 3.5.1
angegebenen Konzentrationen gemeinsam aufbereitet und mit einer gleichbleibenden

Messvorrichtung und -methode bestimmt und ausgewertet.
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3.5.4.4 Bewertung von Genauigkeit und Richtigkeit
Fir die Bewertung der Genauigkeit der Methode innerhalb eines Tages (intra-day-
precision) wurde der Betrag des Medians der Werte herangezogen, die fiir die
Genauigkeit innerhalb eines Tages jeweils an den verschiedenen Messtagen erhalten
wurden. Entsprechendes galt fiir die Genauigkeit der Methode zwischen verschiedenen
Tagen (inter-day-precision). Diese Werte sollten im Bereich von <15% (CV) liegen. An
der Quantifizierungsgrenze durften die Abweichungen maximal 20% betragen. Werte
oberhalb dieser Grenzen kennzeichneten die untere Quantifizierungsgrenze (LLOQ).
Fir die Bewertung der Richtigkeit der Methode innerhalb eines Tages (intra-day-
accuracy) wurde der Median des Betrags der Einzelwerte fiir die jeweiligen Werte der
Richtigkeit innerhalb eines Tages herangezogen. Entsprechendes galt fiir die Richtigkeit
der Methode zwischen verschiedenen Tagen (inter-day-accuracy). Diese Werte sollten
im Bereich von <15% (CV) liegen. An der Quantifizierungsgrenze durften die

Abweichungen maximal 20% betragen.

355 Wiederfindung des Analyten (recovery)

Als Wiederfindung (engl. recovery) bezeichnet man das Detektorsignal durch eine der
Matrix zugesetzten Substanzmenge nach Aufarbeitung der Probe im Vergleich zum
Detektorsignal durch eine direkt aus einer wissrigen Standardlosung gemessenen
Substanzmenge. Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden je drei Messungen bei
niedrigen, mittleren und hohen Konzentrationen durchgefiihrt und die mittleren Ist-
Konzentrationen nach Formel 5 zueinander in Relation gesetzt.

mittlere Ist-Konzentration (Matrix) o/ i o ( 5 )
Recovery ="iiiere Ist-Konzentration (Wasser) * 100%; in [%]

(Genau betrachtet werden durch diese Vorgehensweise zwei, sich iiberlagernde Effekte
untersucht. Zum einen der Effekt der Aufarbeitung auf die analytische Wiederfindung,
zum anderen ein mogliches Quenching (oder Enhancement) der Messsignale bei der

ESI-Ionsation durch co-eluierende Ionen.)

3.5.6 Stabilitat

Die Stabilitit der einzelnen Analyten wurde unter ausgewdhlten Messbedingungen und
verschiedenen Lagerungsverhéltnissen gepriift, um Aufschluss iiber eventuelle

Verdnderungen der Proben unter den gewdhlten Priifungsbedingungen zu erhalten. Zu
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diesem Zweck wurden die gemessenen Konzentrationen von Untersuchungsproben auf
Abweichungen gegeniiber (frisch hergestellten) Referenzproben untersucht. Fiir die

Bewertung der Stabilitit wurde die relative Abweichung der mittleren Ist-Konzentration

nach Priifung der entsprechenden Bedingungen zur mittleren Ist-Konzentration der

jeweilige Referenzproben (siehe Formel 6) herangezogen.

... . (mittlere Ist-Konzentration (Test)) - (mittlere Ist-Konzentration (Referenz)) o/ i o (6)
Stabilitat = mittlere Ist-Konzentration der (Referenz) * 100%; in [%]

Der obere Grenzwert hierfiir lag bei 10 % in der oberen (und mittleren) Konzentration
sowie bei 15 % im Bereich der Quantifizierungsgrenze. Traten einzelne Abweichungen
bei nachgewiesener Prizision und Richtigkeit der Methode und ansonsten ausreichender
Stabilititsergebnisse der restlichen gepriiften Konzentrationen auf, so konnten diese

toleriert werden.

3.5.6.1 Stabilitat unbehandelter Proben (processing stability)

Es wurden jeweils drei Proben der hochsten und niedrigsten QC-Konzentrationen fiir
die Dauer der maximalen Probenbearbeitungszeit bei Raumtemperatur gelagert und
dann im Vergleich zu frischen oder frisch aufgetauten Proben aufgearbeitet und

vermessen.

3.5.6.2 Stabilitat aufgearbeiteter Proben (autosampler stability)
Es wurden jeweils drei Proben der hochsten und niedrigsten QC-Konzentrationen zur
Messung aufbereitet, dann vermessen und nach Ablauf der maximalen erwarteten

Lagerungsdauer von Proben im Autosampler nochmals vermessen.

3.5.6.3 Stabilitat nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen (freeze thaw
stability)

Es wurden jeweils drei Proben der hochsten und niedrigsten QC-Konzentrationen

dreimal von der Lagerungstemperatur (-80 °C) ohne iibermiBige Erwdrmung auf

Raumtemperatur aufgetaut, wieder eingefroren und anschlieBend zusammen mit

Referenzproben aufbereitet und vermessen.
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3.5.6.4 Langzeitstabilitat

Es wurden jeweils drei Proben der hochst und niedrigst konzentrierten QC-Level fiir die
vorgesehenen Lagerungsbedingungen und fiir die vorgesehene Lagerungszeit oder
zumindest einen wesentlichen Teil davon eingelagert. Die Proben wurden vor und nach

Ende der Lagerzeit im Vergleich mit neu angesetzten Proben vermessen.

3.5.7 Sicherung der Validitat einer Methode bei Messung von Proben mit
unbekannten Konzentrationen

Nach erfolgreicher Validierung konnten die Methoden zur Konzentrationsbestimmung
bei unbekannten Proben herangezogen werden. Dazu wurden auch hier je ein
vollstédndiger Satz an Kalibrierungsproben (einschl. Leerproben) am Anfang und am
Ende einer Messreihe mitgefiihrt. Zusétzlich werden je Messreihe mindestens drei
vollstdndige Sétze an Qualitidtskontrollproben mitgefiihrt (siche Kapitel 3.3.7 und 3.3.8
(MEP) sowie 3.4.7 und 3.4.8 (COF/TOL) fiir Details).

Eine Messung galt als verwertbar, wenn die Kalibrierungskurve als geeignet gelten

konnte (s. 3.5.2) und wenn fiir zumindest 2/3 der Qualitdtskontrollproben galt:

= Abweichung vom Sollwert nicht iiber 20 % an der Quantifizierungsgrenze,

= Abweichung vom Sollwert nicht iiber 15 % fiir alle anderen Konzentrationen,

wobei nicht mehr als 50 % der Qualitdtskontrollproben einer Konzentration auf3erhalb
der Grenzen liegen durften. Wurden diese Kriterien nicht erfiillt, war die ganze

Messreihe zu wiederholen.

3.5.8 Nachmessungen von Probandenproben

Aus mehreren Griinden mussten Nachmessungen von Probandenproben vorgenommen
werden. Der erste Grund war die Uberschreitung des oberen Quantifizierungslimits
(ULOQ). In diesem Fall wurden die Probandenproben mit einem geeigneten Volumen
arzneistofffreier Matrix verdiinnt und im Anschluss daran genauso aufgearbeitet und
vermessen wie die unverdiinnten Proben. Die anderen Griinde waren offensichtliche
Fehler bei der Probenaufarbeitung (z.B. fehlender ISTD) sowie eine von den theoretisch
erwarteten Werten stark abweichende Konzentration einzelner Proben. Folgender
Algorithmus wurde zur Auswahl des finalen Messwertes gewahlt:

Wenn das erste Messergebnis durch die Wiederholungsmessung mit einem

Unterschied von < 15% bestitigt werden konnte, wurde der zuerst gemessene Wert
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ausgewdhlt. Lag der Unterschied zwischen 15 und 30%, wurde das arithmetische Mittel
der beiden Messwerte angegeben. Bei Unterschieden > 30% wurde eine zweite
Wiederholungsmessung durchgefiihrt. Wenn sich danach zwei der drei Messergebnisse
um weniger als 15% unterschieden, wurde der Median aller Messwerte angegeben. War
keine solche Ubereinstimmung zu beobachten, wurde das Messergebnis als ,,nicht

auswertbar* angefiihrt.
3.6 Bestimmung der Genotypen

3.6.1 Genotypisierung CYP2B6

Studie A und B: Die Genotypisierung von CYP2B6 wurde im Labor von Frau Dr. Julia

Kirchheiner am Institut fiir Klinische Pharmakologie der Charité in Berlin durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurden die Studienteilnehmer auf die SNPs der CYP2B6-Allele *2
(C64T in Exon 1), *3 (C777A in Exon 5), *4 (A785G in Exon 5), *5 (C1459T in Exon
9), *6 (G516T und A785G in Exon 4 undS) und *7 (G516T, A785G und C1459T in
Exon 4, 5 und 9) mit Hilfe des 2001 durch Lang et al.”” beschriecbenen Verfahrens
untersucht. Jeder Proband wurde doppelt und unter Mitfithrung von Qualitétsstandards

mit homozygoter und heterozygoter DNA genotypisiert.

3.6.2 Genotypisierung CYP2C9

Die Studienteilnehmer wurden im Labor von Frau Dr. Julia Kirchheiner am Institut fiir

Klinische Pharmakologie der Charité in Berlin auf die Allele *2, *3, *4, *5 und *11

durch direkte Sequenzierung der Exons 3 und 7 genotypisiert.'*’

3.6.3 Genotypisierung CYP2C19

Studie A, B und C: Die Teilnehmer der Studien wurden im Labor von Frau Dr. Julia

Kirchheiner am Institut fiir Klinische Pharmakologie der Charité in Berlin auf ihren
CYP2C19-Genotyp untersucht. Die DNA wurde mittels einer standardisierten Phenol-
Chloroform-Extraktionsmethode gewonnen und anschlieBend nach de Morais et al."*”

138 auf das Vorliegen der CYP2C19*2- und *3-Mutation (*3 nur fiir Studie C) getestet.
3.7 Pharmakokinetische Datenanalyse

3.7.1 Auswertung von Konzentrationen unterhalb des Quantifizierungslimits

Bei der Auswertung der Datensidtze wurden Urinkonzentrationen unterhalb des LLOQ

folgendermallen bewertet:
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=  Sammelperiode von zwei Sammelperioden umgeben, deren Konzentrationen
ebenfalls <LLOQ war = Konzentration: 0 ng/mL

* Sammelperiode nur einer bzw. keiner Sammelperiode benachbart, deren
Konzentration <LLOQ war - Konzentration: LLOQ/2 (Ausnahme: Predose-
Proben)

3.7.2 Modellunabhéngige pharmakokinetische Auswertung

Die folgenden nicht modell-abhéngigen pharmakokinetischen Parameter wurden

ermittelt:

Ausscheidungsmenge

Fiir jedes Sammelintervall wurde die Ausscheidungsmenge (A.) aus dem Produkt der

Urinkonzentration (Cuyin) und des Urinvolumens (V) errechnet.
Ae=Curin- V (7)

Ausscheidungsrate

Zur Berechnung der Ausscheidungsraten (R) wurden die Ausscheidungsmengen durch

die zeitliche Dauer des jeweiligen Sammelintervalls dividiert.

R- % ®)

Prozentuale Wiederfindung im Urin

Die prozentuale Wiederfindung (recovery) von 4OHM und NIR als Quotient der
molaren Menge des ausgeschiedenen Metabolits im Urin zur exakten molaren Dosis (D)

MEP wurde fiir jede fraktionierte Sammelperiode berechnet.

Recovery [%] = % 9)

Die prozentuale Wiederfindung fiir kumulierte Sammelperioden wurde durch Addition

der fraktionierten Sammelintervalle berechnet.

Abschitzung der ausgeschiedenen Menge NIR wihrend unterbrochener Sammel-

intervalle (Studie C)

Um zu schdtzen, welche Mengen NIR in den Perioden ohne Urinsammlung, d.h.
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zwischen 48-86 h und 94-156 h nach Verabreichung von MEP ausgeschieden wurden,

wurde folgende Formel eingesetzt:

Ae(l—z) =+/R1-R2-(t1-12) (10)

Dabei stellt R die Ausscheidungsrate der jeweiligen Sammelintervalle vor bzw. nach
einer Periode ohne Urinsammlung und t den jeweiligen Zeitpunkt dar, an denen diese

angrenzenden Intervalle endeten bzw. anfingen.

3.8 Statistische Verfahren

Die allgemeine statistische Auswertung und Beurteilung der Messergebnisse wurde mit
Hilfe von SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) und Excel 2000 (Microsoft Corp.,
Redmond, USA) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der intra-individuellen
Variationskoeffizienten und des Punktschitzers wurde das Programm BIAV (Autor:
Stefan Rietbrock, 1994) benutzt. Das Signifikanzniveau (o) wurde auf 0,05 festgesetzt.
Soweit nicht anders spezifiziert, sind alle Ergebnisse in der Form ,arithmetischer

Mittelwert + Standardabweichung® angegeben.

3.8.1 Deskriptive Statistik

Zur Darstellung und Zusammenfassung der erhobenen Daten sowie der Ergebnisse der
pharmakokinetischen Datenanalyse wurden verschiedene Lage- und Streuungsmalle
herangezogen:
Lagemalle

= Arithmetischer Mittelwert (X )

» Median (X)

Streuungsmale

= Bereich (range, R)
= Standardabweichung (o)

» Variationskoeffizient (coefficient of variation, CV)

CV [%] = % (11)
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3.8.2 Beurteilende Statistik

Bei der beurteilenden Statistik steht die Priifung von Hypothesen im Vordergrund.
Schétzfunktionen, Vertrauensbereiche (Konfidenzintervalle) und statistische Tests sind
hierbei entscheidende Hilfen. Mit der Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wird die
Wabhrscheinlichkeit angegeben, mit der die Annahme, der untersuchte Parameter der
Grundgesamtheit liege innerhalb des geschétzten Konfidenzintervalls, falsch ist. Die
Teststarke (power) zeigt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Signifikanztest

zugunsten der Alternativhypothese H; entscheidet, falls diese richtig ist.

3.8.2.1 Untersuchung der Wechselbeziehung zwischen CYP2C19-Genotyp und
40HM-Recovery
Studie A, B und C: Der Einfluss des CYP2C19-Genotyps auf die renale Ausscheidung

von 40HM wurde fiir alle fraktionierten und kumulierten Sammelintervalle der
jeweiligen Referenzperioden mit und ohne vorherige Deglucuronidierung mit Hilfe des

Kruskal-Wallis-Tests tiberpriift.

3.8.2.2 Ermittlung des intraindividuellen Variationskoeffizienten CV(intra) [%0]
und Fallzahlschatzung
Studie B, C und D: Um den erforderlichen Stichprobenumfang (Fallzahl) zukiinftiger

Studien mit Hilfe der in dieser Dissertation untersuchten Phénotypisierungsmalle fiir
CYP2C19 (und CYP2B6) abzuschitzen, wurde unter Annahme eines multiplikativen
Modells, d.h. nach logarithmischer Datentransformation, zunichst der intraindividuelle
Variationskoeffizient (CV(intra) [%]) der 40OHM- bzw. NIR-Recovery durch
multifaktorielle ANOVA (analysis of variance) fiir fraktionierte und kumulierte
Sammelinteralle, jeweils mit und ohne vorheriger Deglucuronidierung, berechnet. Dabei
wurden zur Bestimmung der intraindividuellen Variabilitdt der CYP2C19-Aktivitét der
Test- und der Referenzdurchgang der Studien B, C und D und zur Bestimmung der
intraindividuellen Variabilitdt der CYP2B6-Aktivitdt lediglich die beiden Perioden von
Studie C herangezogen. Im nichsten Schritt wurden die Fallzahlen zur Erzielung einer
Power von 80% anhand der intraindividuellen Variationskoeffizienten CV(intra) [%]
und Punktschétzer [ur/ur] unter Annahme eines Signifikanzniveaus von 5% fiir die
Biodquivalenzgrenzen von 0,8 und 1,25 durch das von Diletti et al. beschriebene

Verfahren ermittelt.'*°
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3.8.2.3 Korrelationsanalyse
Studie A, B und C: Um den Einfluss von CYP2C9 auf die Bildung von NIR zu

untersuchen, wurden die 24 h-Plasmakonzentration von TOL und die Recovery von
NIR in 24 h kumuliert gesammeltem Urin als Aktivitétsindizes fiir CYP2C9 bzw.
CYP2B6 auf ihre Korrelation analysiert. Hierzu wurde der Korrelationskoeffizient (r)

nach Pearson berechnet und die einzelnen Wertepaare grafisch dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Unerwtnschte Arzneimittelwirkungen durch die verwendeten

Cocktailsubstanzen

Im Allgemeinen wurde der niedrig dosierte Phianotypisierungscocktail gut vertragen. Im
Speziellen wurden schwere unerwiinschte Arzneimittelwirkungen durch Einnahme von
50 mg Mephenytoin weder fiir den einzigen CYP2C19*2/*2-homzygoten Probanden,
noch fiir alle anderen Studienteilnehmer beobachtet. Ein Proband zog seine Teilnahme
an Studie D noch vor der ersten Verabreichung der Cocktailsubstanzen aus personlichen

Griinden zuriick und wurde ersetzt.

4.2 Methodenvalidierung

4.2.1 Validierung der Methode zur Quantifizierung von Mephenytoin,

Nirvanol und 4"-Hydroxymephenytoin im Urin

4.2.1.1 Linearitat und untere Quantifizierungsgrenze
Fir die Methodenvalidierung wurden Kalibrierstandards in den folgenden

Konzentrationen hergestellt (Tabelle 15):

Tabelle 15. Konzentrationen der Kalibrierstandards (CS) von MEP, NIR und 40HM

Name MEP [ng/mL] NIR [ng/mL] 40HM [ng/mL]
CS1 9988 10008 9966

CS2 4969 4996 4975

CS3 1491 1494 1488

CS4 499 500 498

CS5 151 152 151

CS6 51 51 51

CS7 25 25 25

CS8 15 15 15

Fiir alle drei Analyten konnte bei einer 1/x-Wichtung der Datenpunkte ein linearer
Verlauf der Kalibriergeraden (r* > 0,999) iiber den gesamten Konzentrationsbereich
beobachtet werden. In Abbildung 12 bis Abbildung 14 sind exemplarische

Kalibriergeraden abgebildet, wie sie im Rahmen der Validierung entstanden.



-71 -

Mephenytoin
Y =0.000310979+1.09794e-005*X R”2=0.9999 W:1/X

Area Ratio

T \
10000

L L
4000 6000 8000

Konzentration [ng/mL]

T
00

\
0 20

Abbildung 12. Kalibriergerade fir MEP
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Abbildung 13. Kalibriergerade fir NIR
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4’-OH-Mephenytoin
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Abbildung 14. Kalibriergerade fur 4OHM

4.2.1.2 Prazision und Richtigkeit
Zur Bestimmung der Prézision und Richtigkeit der Methode wurden QCs in den

folgenden Konzentrationen hergestellt (Tabelle 16):

Tabelle 16. Konzentrationen der Qualitéatskontrollproben (QC) fir MEP, NIR und 40HM

Konzentration [ng/mL]

Analyt QC1 QC2 QC3 QC4
MEP 8986 3205 32 21
NIR 8917 3180 32 21

40HM 9047 3224 32 21

Fiir alle drei Analyten erfolgte die Validierung der Prizision und Richtigkeit unter den
in Kapitel 3.5.4 beschriebenen Vorgaben durch Aufarbeitung und Messung von jeweils
fiinf Proben aller QC-Konzentrationen an fiinf aufeinader folgenden Messtagen. Tabelle

17 listet die Variabilitdten innerhalb eines Tages und an verschiedenen Tagen auf.
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Tabelle 17. Validierte Prazision und Richtigkeit von funf aufeinander folgenden Proben gleicher
Konzentration (Intraday-assay) an fiinf aufeinander folgenden Tagen (Interday-assay) fir alle
QC-Level von MEP, NIR und 40HM

Intra-day Inter-day
Substanz QC-Level Richtigkeit [%] Genauigkeit [%0] Richtigkeit [%] Genauigkeit [%6]
MEP QC1 5,0 0,8 4,8 34
QC2 5,7 1,2 5,9 1,7
QC3 7,6 6,9 4,7 10,4
QC4 -1,0 16,7 -1,2 15,6
NIR QC1 8,5 2,6 9,5 3,7
QC2 8,7 4,1 9,4 4,1
QC3 33 7,8 3,4 10,5
QC4 9,0 11,2 10,5 12,2
40HM QC1 -1,2 4,1 0,0 5,5
QC2 -1,1 5,0 -2,1 5,6
QC3 2,1 4,7 0,8 7,3
QC4 7,5 7,6 5,6 9,5

Wihrend NIR und MEP nur bis zur Konzentration von QC3 mit der in Kapitel 3.5.4.4
geforderten Prézision und Richtigkeit validiert werden konnten, entsprachen alle QC-

Level von 4OHM den Vorgaben. Es ergaben sich demnach folgende LLOQ:

Mephenytoin 32 ng/mL
Nirvanol 32 ng/mL
4’-Hydroxymephenytoin 21 ng/mL

4.2.1.3 Selektivitat

Selektivitit in arzneistoffreiem Urin

Die in Kapitel 3.5.3 geforderte Priifung auf Selektivitdt wurde mit arzneistofffreiem
Urin von sechs verschiedenen Spendern durchgefiihrt. Es wurden keine storenden

Signale wihrend der Retentionszeit der Analyten und des ISTDs beobachtet.

Selektivitit in Urin mit der jeweils niedrigsten QC-Konzentration

Die in Kapitel 3.5.3 geforderte Priifung auf Selektivitit wurde mit Urin in der jeweils
niedrigsten QC-Konzentration durchgefiihrt. Es wurde kein stérender Einfluss auf die

Konzentration der QCs beobachtet.
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Weiterhin wurde fiir jeden einzelnen Analyten die Selektivit von Proben der jeweils
niedrigst giiltigen QC-Konzentration nach Zugabe einer Losung mit allen potentiell im
Urin vorhandenen Substanzen und Metaboliten getestet. Dazu wurde Plasma mit einer
Losung, welche die niedrigste QC-Konzentration eines Analyten und die beiden
anderen Analyten in ihrer Maximalkonzentration enthielt, und einer Selektivitits-
Testlosung versetzt, und anschlieBend wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben aufgearbeitet.
Die folgenden Substanzen waren in hoher Konzentration in der Selektivitits-Testlosung
enthalten: Coffein, Paraxanthin, Theophyllin, Theobromin, Tolbutamid, 4-
Hydroxytolbutamid, Carboxytolbutamid, Midazolam, 1’-Hydroxymidazolam, 4-
Hydroxymidazolam, Dextromethorphan und Dextrorphan. Es wurde kein stérender

Einfluss durch die zugesetzten Substanzen auf die Konzentration der QCs beobachtet.

4.2.1.4 Wiederfindung
Die Ergebnisse, der nach Kapitel 3.5.5 durchgefiihrten Untersuchung auf
Wiederfindung, sind in Tabelle 18 aufgelistet.

Tabelle 18. Mittlere Recovery von MEP, NIR und 40HM aus Urin (n=3)

QC-Level
Substanz QC1 QC2 QC3
MEP 81 94 102
NIR 97 98 101
40HM 110 111 114

4.2.1.5 Stabilitat

Processing-Stabilitéit

Die Uberpriifung der Stabilitit der Proben wihrend der Aufarbeitung ergab die in
Tabelle 19 angegebenen mittleren Konzentrationsverdnderungen nach sechsstiindiger

Lagerung bei Raumtemperatur gegeniiber direkter Probenaufarbeitung.
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Tabelle 19. Untersuchung der Stabilitdt von MEP, NIR und 40HM in Urinproben (n=3) wahrend
der Probenaufarbeitung

QC-Level
Processing-Stabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der MEP-Konz. im Vergleich
1,4 8,6 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der NIR-Konz. im Vergleich
-0,7 -10,1 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der 4OHM-Konz. im 11 i 47

Vergleich zur Referenzmessung [%]

Autosampler-Stabilitét

Messungen von aufgearbeiteten Proben nach Lagerung im Autosampler bei 5°C fiir 24
Stunden zeigten die in Tabelle 20 aufgefiihrten mittleren Konzentrationsverdnderungen

gegeniiber direkt gemessenen Proben.

Tabelle 20. Untersuchung der Stabilitat von MEP, NIR und 40HM in Urinproben (n=3) nach 24-

stiindiger Lagerung im Autosampler bei 5°C

QC-Level
Autosampler-Stabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der MEP-Konz. im Vergleich
1,8 6,4 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der NIR-Konz. im Vergleich
3,7 1,2 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der 4OHM-Konz. im 6.7 i 59

Vergleich zur Referenzmessung [%]

Freeze-Thaw-Stabilitit

Bei der Uberpriifung der Stabilitit der Proben nach dreimaligem Einfrieren und
Auftauen zeigten sich im Vergleich zu Messungen von unbehandelten Proben die in

Tabelle 21 angegebenen mittleren Konzentrationsverdnderungen.
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Tabelle 21. Untersuchung der Stabilitat von MEP, NIR und 40HM in Urinproben (n=3) nach 3

Einfrier- und Auftauzyklen

QC-Level
Freeze/Thaw-Stabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der MEP-Konz. im Vergleich
0,6 12,6 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der NIR-Konz. im Vergleich
-0,8 2,7 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der 4OHM-Konz. im 18 i 70

Vergleich zur Referenzmessung [%]

Langzeitstabilitit

Zur Uberpriifung der Langzeitstabilitit wurden die vorgeschriebenen Proben fiir iiber
7 Monate (16.06.2003 bis 29.01.2004) bei -80°C gelagert und gegen am Tag der
Messung neu angesetzte Kalibrierproben vermessen, dabei zeigten sich die in Tabelle

22 angegebenen mittleren Konzentrationsverdnderungen.

Tabelle 22. Untersuchung der Stabilitat von MEP, NIR und 40HM in Urinproben (n=3) nach

Lagerung bei —80°C fur uber sieben Monate

QC-Level
Langzeitstabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der MEP-Konz. im Vergleich
-8,6 -9,0 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der NIR-Konz. im Vergleich
4,5 2,4 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der 4OHM-Konz. im 3.9 i 73

Vergleich zur Referenzmessung [%]

4.2.1.6 Sonstige Prufungen

Die Rohdaten und Auswertungen zur Ermittlung der optimalen Inkubationsdauer mit 3-
Glucuronidase, sowie zur thermischen Belastbarkeit der Analyten wihrend der
Aufarbeitung (sieche Kapitel 3.3.1) gingen durch einen Virusschaden am

Computersystem verloren, so dass sie an dieser Stelle nicht présentiert werden konnen.

4.2.1.7 Gesamtergebnis der Validierung
Die Ergebnisse der Validierung entsprachen allesamt den in Kapitel 3.5 angefiihrten
Validierungskriterien. Demnach konnte die Methode zur Quantifizierung von MEP,

NIR und 40HM in Urin eingesetzt werden.
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422 Validierung der Methode zur Quantifizierung von Coffein, Paraxanthin
und Tolbutamid in Plasma

4.2.2.1 Linearitat und untere Quantifizierungsgrenze

Tabelle 23 fiihrt die nach erfolgter Probenaufarbeitung gemessenen Konzentrationen der

zur Methodenvalidierung genutzten Kalibrierstandards auf. Die Kalibriergeraden fiir

COF und PAX wurden mit Hilfe der Kalibrierstandards 1 bis 6, die fiir TOL mittels

aller sieben Kalibrierstandards gebildet.

Tabelle 23. Finale Konzentrationen der Kalibrierstandards (CS) von COF, PAX und TOL

Name COF [ng/mL] PAX [ng/mL] TOL [ng/mL]
CSl1 5293 5348 15104
CS2 1742 1750 4972
CS3 525 531 1498
Cs4 170 171 486
CSs5 52 53 149
CSé6 17 17 48
CSs7 : : 10

a:  CS7 nicht zur Kalibrierung von COF und PAX genutzt.

Fiir alle drei Analyten konnte bei einer 1/x-Wichtung der Datenpunkte ein linearer
Verlauf der Kalibriergeraden (r* > 0,999) iiber einen Konzentrationsbereich von 15 bis
5000 ng/mL fir COF und PAX bzw. von 10 bis 15000 ng/mL fiir TOL beobachtet
werden. In Abbildung 15 bis Abbildung 17 sind exemplarische Kalibriergeraden

abgebildet, wie sie im Rahmen der Validierung entstanden.
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Abbildung 16. Kalibriergerade fiir PAX
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Tolbutamid
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Abbildung 17. Kalibriergerade fir TOL

4.2.2.2 Prazision und Richtigkeit

Zur Bestimmung der Prézision und Richtigkeit der Methode wurden QCs in den

folgenden Konzentrationen hergestellt (Tabelle 24):

Tabelle 24. Konzentrationen der Qualitéatskontrollproben (QC) fir MEP, NIR und 40HM

Konzentration [ng/mL]

Analyt QC1 QC2 QC3 QC4
COF 4622 460 30 A
PAX 4698 465 31 -
TOL 13541 1346 89 14

a:  QC4 nicht zur Validierung von COF und PAX genutzt.

Fiir alle drei Analyten erfolgte die Validierung der Prizision und Richtigkeit unter den
in Kapitel 3.5.4 beschriebenen Vorgaben durch Aufarbeitung und Messung von jeweils
fiinf Proben aller QC-Konzentrationen an fiinf aufeinader folgenden Messtagen. Tabelle

25 listet die Variabilitdten innerhalb eines Tages und an verschiedenen Tagen auf.
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Tabelle 25. Validierte Prazision und Richtigkeit von funf aufeinander folgenden Proben gleicher
Konzentration (Intraday-assay) an fiinf aufeinander folgenden Tagen (Interday-assay) fir alle
QC-Level von COF, PAX und TOL

Intra-day Inter-day
Substanz QC-Level Richtigkeit [%] Genauigkeit [%0] Richtigkeit [%] Genauigkeit [%6]
COF QC1 -0,2 3,1 0,6 5,0
QC2 5,7 4,2 5,4 4,8
QC3 2,9 6,2 1,9 5,6
PAX QC1 10,8 5,2 11,0 5,2
QC2 6,3 5,1 6,1 5,5
QC3 11,0 3,7 12,1 52
TOL QC1 6,5 52 5.8 4,9
QC2 5.4 4,6 42 42
QC3 3,6 5,7 3,6 6,0
QC4 -123 5,5 -11,4 7,2

COF und PAX wurden bis zur Konzentration von QC3, TOL bis zur Konzentration von
QC4 mit der in Kapitel 3.5.4.4 geforderten Prizision und Richtigkeit validiert. Es
ergaben sich folgende LLOQ:

Coffein 30 ng/mL
Paraxanthin 31 ng/mL
Tolbutamid 14 ng/mL

4223 Selektivitat

Selektivitit in arzneistoffreiem Plasma

Die in Kapitel 3.5.3 geforderte Priifung auf Selektivitit wurde mit arzneistofffreiem
Plasma von sechs verschiedenen Spendern durchgefiihrt. Trotz einer bis zu
siebentdtigen Abstinez von coffeinhaltigen Produkten wurden Spuren von COF und
PAX in allen Leerplasmen entdeckt. Fiir TOL wurden keine storenden Signale wahrend

der Retentionszeit der Analyten und des ISTDs beobachtet.

Selektivitit in Plasma mit der jeweils niedrigsten QC-Konzentration

Die in Kapitel 3.5.3 geforderte Priifung auf Selektivitdt wurde mit Plasma in der jeweils
niedrigst giiltigen QC-Konzentration durchgefiihrt. Es wurde kein stérender Einfluss auf

die Konzentration der QCs beobachtet.
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Weiterhin wurde fiir jeden einzelnen Analyten die Selektivit von Proben der jeweils
niedrigst giiltigen QC-Konzentration nach Zugabe einer Losung mit allen potentiell im
Plasma vorhandenen Substanzen und Metaboliten getestet. Dazu wurde Plasma mit
einer Losung, welche die niedrigste QC-Konzentration eines Analyten und die beiden
anderen Analyten in ihrer Maximalkonzentration enthielt, und einer Selektivitits-
Testlosung versetzt, und anschlieBend wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben aufgearbeitet.
Die folgenden Substanzen waren in hoher Konzentration in der Selektivitits-Testlosung
enthalten: Mephenytoin, Nirvanol, 4’-Hydroxymephenytoin, Theophyllin, Theobromin,
4-Hydroxytolbutamid, Carboxytolbutamid, Midazolam, 1’-Hydroxymidazolam, 4-
Hydroxymidazolam, Dextromethorphan und Dextrorphan. Es wurde kein stérender
Einfluss durch die zugesetzten Substanzen auf die Konzentration der QCs von COF und
TOL beobachtet. Die im Rahmen der Validierung festgestellte massenspektrometrische
und chromatographische Interferenz von PAX und TPH fiihrte zu der unter 3.4.1 niher
beschriebenen MalBnahme, PAX nicht iliber das Peakflichen- sondern iiber das

Peakhohenverhiltnis zum ISTD zu quantifizieren (siche unten).

Selektivitit der Paraxanthin-Messung in Anwesenheit von 30% Theophyllin

Bei der in Kapitel 3.5.3 beschriebenen Selektivitidtsbestimmung von PAX in
Anwesenheit von TPH iiber alle drei QC-Konzentrationslevel konnte keine Abweichung
von der erlaubten Variabilitit (20% am LLOQ, 15% fiir die QC-Level 1 und 2, siche
Kapitel 3.5.4.4) beobachtet werden.

4.2.24 Wiederfindung

Die Ergebnisse der nach Kapitel 3.5.5 durchgefiihrten Untersuchung auf Wiederfindung
sind in Tabelle 26 aufgelistet. Aufgrund der geringen, etwa 50%igen Wiederfindung
aller drei Analyte nach Probenaufarbeitung im Plasma wurde unter Beriicksichtung der
Wiederfindung der jeweiligen ISTDs (7HET fiir COF und PAX, CPP fiir TOL),

zusitzlich auch die relative Recovery berechnet.
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Tabelle 26. Mittlere absolute und relative Recovery von COF, PAX und TOL aus Plasma (n=3)

Absolute Recovery [%6] Relative Recovery [%0]
Substanz QC-Level Analyt ISTD (Analyt/ISTD)
COF QC1 59 54 108
QC2 62 54 115
QC3 62 52 120
PAX® QC1 48 53 89
QC2 46 51 89
QC3 44 49 90
TOL QC1 44 39 114
QC2 45 48 117
QC3 49 42 117

a:  Recovery mittels Peakhohenhohenverhéltnis von PAX und 7HET ermittelt

4.2.2.5 Stabilitat

Processing-Stabilitéit

Die Uberpriifung der Stabilitit der Proben wihrend der Aufarbeitung ergab die in
Tabelle 27 angegebenen mittleren Konzentrationsverdnderungen nach sechsstiindiger
Lagerung bei Raumtemperatur gegeniiber direkter Probenaufarbeitung. Die
Abweichung von 16,4% fiir das QC3-Level von PAX wurde aufgrund nachgewiesener
Prizision und Richtigkeit der Methode und ansonsten ausreichender

Stabilitatsergebnisse toleriert.

Tabelle 27. Untersuchung der Stabilititt von COF, PAX und TOL in Plasmaproben (n=3)

wahrend der Probenaufarbeitung

QC-Level
Processing-Stabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der COF-Konz. im Vergleich
-0,5 -0,5 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der PAX-Konz. im Vergleich
3,8 16,4 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der TOL-Konz. im Vergleich 0.8 i 41

zur Referenzmessung [%]

Autosampler-Stabilitét

Messungen von aufgearbeiteten Proben nach Lagerung im Autosampler bei 5°C fiir 24
Stunden zeigten die in Tabelle 28 aufgefiihrten mittleren Konzentrationsveranderungen

gegeniiber direkt gemessenen Proben.
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Tabelle 28. Untersuchung der Stabilitdt von COF, PAX und TOL in Plasmaproben (n=3) nach

24-stiindiger Lagerung im Autosampler bei 5°C

QC-Level
Autosampler-Stabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der COF-Konz. im Vergleich
5.3 -6,8 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der PAX-Konz. im Vergleich
-3,1 -2,8 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der TOL-Konz. im Vergleich 78 i 95

zur Referenzmessung [%]

Freeze-Thaw-Stabilitit

Bei der Uberpriifung der Stabilitit der Proben nach dreimaligem Einfrieren und
Auftauen zeigten sich, im Vergleich zu Messungen von unbehandelten Proben, die in

Tabelle 29 angegebenen mittleren Konzentrationsveranderungen.

Tabelle 29. Untersuchung der Stabilitat von COF, PAX und TOL in Plasmaproben (n=3) nach 3

Einfrier- und Auftauzyklen

QC-Level
Freeze/Thaw-Stabilitat QC1 QC3 QC4
Mittlere Abweichung der COF-Konz. im Vergleich
0,6 -0,8 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der PAX-Konz. im Vergleich
1,5 2,4 -
zur Referenzmessung [%]
Mittlere Abweichung der TOL-Konz. im Vergleich 4.9 ) 78

zur Referenzmessung [%]

Langzeitstabilitit

Auf eine Untersuchung der Stabilitét fiir die vorgesehenen Lagerbedingungen und die
vorgesehene Lagerungszeit wurde verzichtet, da die Langzeitstabilitit von COF,
PAX'" 7 und TOL'” fiir vergleichbare Lagerbedingungen und -zeiten bereits durch

andere publizierte Methoden nachgewiesen werden konnten.

4.2.2.6 Gesamtergebnis der Validierung
Die Ergebnisse der Validierung entsprachen allesamt den in Kapitel 3.5 angefiihrten
Validierungskriterien. Demnach konnte die Methode zur Quantifizierung von COF,

PAX und TOL im Plasma eingesetzt werden.
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4.3 Ermittlung des geeignetsten Mal3es zur Phanotypisierung von
CYP2C19

431 Ergebnisse der CYP2C19-Genotypisierung

Studie A, B und C: Die Ermittlung der CYP2C19-Genotypen ergab 24 fiir
CYP2C19*1/*1 homozygote und 13 fiir CYP2C19*1/*2 heterozygote Personen, sowie

eine Person, die fir CYP2C19*2/*2 homozogyt war. Dabei nahm ein Triger des
CYP2C19*1/*2-Allels an Studie B und C teil, weshalb er von der Auswertung fiir
Studie C ausgeschlossen wurde. Bei keinem Teilnehmer von Studie C wurde das *3-
Allel entdeckt. Tabelle 30 enthdlt die nach Studien unterteilte Verteilung der

Genotypen; eine individuelle Zuordnung der Genotypen befindet sich im Anhang.

Tabelle 30. Verteilung der CYP2C19-Genotypen flr Studie A, B und C

Studie *1/*1 *1/%2 *2/*2
A 5 5 -
B 12 3 1
C 7 4(5)° -
Total 24 12 (13) 1

a:  Eigentlich fiinf Trager des CYP2C19*1/*2-Genotyps in Studie C. Da aber Proband C10 bereits an Studie B teilgenommen
hatte, wurde er von der weiteren Auswertung fiir Studie C ausgeschlossen.

4.3.2 Ergebnisse der 4AOHM-Quantifizierung

Studie A, B, C und D: Wiéhrend der Messung von Proben mit unbekannter

Konzentration wurden alle der in Kapitel 3.5.7 geforderten Vorgaben zur Sicherung der
Validitét der Methode eingehalten. AuBBerdem wurden keine storenden Signale wihrend
der Retentionszeit von 4OHM und des ISTDs beobachtet. Nach Deglucuronidierung
befanden sich, mit Ausnahme der Predose-Proben, alle 4OHM-Urinkonzentrationen
oberhalb des LLOQ. 24% aller Proben mussten trotz eines Messbereichs von 15-10000
ng/mL wegen Uberschreitung des ULOQ mit einer geeigneten Menge Leerurin
verdiinnt und nachgemessen werden. Eine Auflistung aller gemessenen 4OHM-

Urinkonzentrationen befindet sich in den Tabellen 42 bis 95 im Anhang.

Studie A und B: Von den 326 ohne vorherige Deglucuronidierung quantifizierten
40HM-Konzentrationen lagen 41 (13%) unterhalb des LLOQ. Darunter befanden sich
alleine 13 Proben des Trigers des CYP2C19*2/*2-Genotyps, in dessen Urin ohne

vorherige Deglucuronidierung durchweg kein 4OHM nachgewiesen werden konnte.
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4.3.3 Untersuchung des Einflusses des CYP2C19-Genotyps auf die 4OHM-
Recovery

Studie A, B und C: Im Rahmen der statistischen Evaluierung der Messergebnisse wurde

zundchst der Einfluss des CYP2C19-Genotyps auf die renale Exkretion von 4OHM

durch das in Kapitel 3.8.2.1 beschriebene Verfahren ermittelt. Ziel dieser Untersuchung
war die Identifizierung von Sammelintervallen, welche eine moglichst selektive (und
statistisch signifikante) Zuordnung der 4OHM-Recovery zu den einzelnen Genotypen
erlaubten. Die Abbildungen 18 und 19 zeigen die mittlere prozentualeWiederfindung
von 4OHM im Urin bei Trdgern der verschiedenen CYP2C19-Genotypen mit
(Abbildung 18) und ohne (Abbildung 19) vorheriger Deglucuronidierung des Urins.

Obwohl  alle  rechnerisch  moglichen  fraktionierten  und  kumulierten
Urinsammelperioden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests untersucht wurden, konnte ein
signifikanter Effekt des CYP2C19-Genotyps auf die 40OHM-Recovery nur fiir
deglucuronidierten Urin und kumulierte Sammelintervalle ab einer Dauer von 6
Stunden oder mehr nach Einnahme von MEP beobachtet werden. Die einzige
Ausnahme bildete — ebenfalls nach erfolgter Deglucuronidierung — die fraktionierte 2-

8 h Sammelperiode (sieche Tabelle 31).
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Zeit nach Verabreichung von 50 mg MEP [h]
Abbildung 18. Studie A, B und C. Mittlere Wiederfindung (inklusive Standardabweichung, wenn
n>2) von 40HM im Urin bei Tragern verschiedener CYP2C19-Genotypen nach f-
Glucuronidase-Vorbehandlung. (n=37, Proband C10 mit CYP2C19*1/*2-Genotyp wurde von der
Auswertung von Studie C ausgeschlossen, da er schon als Proband B1ll an Studie B

teilgenommen hatte.)
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Abbildung 19. Studie A und B. Mittlere Wiederfindung (inklusive Standardabweichung, wenn
n>2) von 40HM im Urin bei Tréagern verschiedener CYP2C19-Genotypen ohne §-
Glucuronidase-Vorbehandlung. (n=25, Keine Ausscheidung von 40HM fir den CYP2C19*2/*2-

PM nachweisbar und daher nicht darstellbar.)

Tabelle 31. Urinsammelperioden mit statistisch signifikantem Einfluss des CYP2C19-Genotyps
auf die 40HM-Recovery (arithmetischer Mittelwert * Standardabweichung). Alle 40OHM-

Recoverys nach Deglucuronidierung. (95%-KI = 95%-Konfidenzintervall)

*1/*1 *1/*2 *2/*2 P
Anzahl  40HM- 40HM- 40HM-
Sammel- der Recovery Recovery Recovery
intervall ~ Studie  Prob.? [%6] 95%-KI [%0] 95%-KI [90] p-Wert
26
0-6 h A/B (17/9/1) 20,6+£3,8 18,7-22,6 17,1£3,4 14,3-20,0 0,10 0,029
37°¢
0-8h A/B/C 24/12/1) 26,3+£3,8 24,7-27.9 23,3+4,6 20,4-26,2 0,15 0,040
37°¢
0-12h A/B/C 24/12/1) 29,7+£3,7 28,2-31,3 26,9442 24,2-29,6 0,24 0,048
16
0-16 h B (12/3/1) 31,8+3,0 29,9-33,7 25,6£2,6 19,2-32,0 0,32 0,025
26
0-24 h A/B (17/9/1) 31,9+£3,7 30,0-33,9 27,943,3 25,1-30,7 0,49 0,028
26
2-8h A/B (17/9/1) 21,8+4,0 18,8-23,9 18,8+1,8 17,3-20,4 0,12 0,036

a: Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der jeweiligen Genotypen folgendermafien wieder (CYP2C19*1/*¥1 /
CYP2C19*1/*2 / CYP2C19*2/*2)

b:  Keine Berechnung des 95%-KI, da n=1

c:  Die tatsdchliche Gesamtzahl der Teilnehmer an den Studien A, B und C betrug 38. Da Proband C10 bereits an Studie B
teilgenommen hatte, wurde seine Untersuchungsergebnisse aus Studie C von der Auswertung ausgeschlossen.
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Die offensichtliche Notwendigkeit einer Deglucuronidierung war der Grund, weshalb
nach Zwischenevaluierung der Messdaten von Studie A und B beschlossen wurde, alle
weiteren Messungen fiir Studie C und D nur noch nach enzymatischer Dekonjugierung
des 4OHM-Glucuronids durchzufiihren. Eine ausfiihrliche Auflistung aller statistisch
untersuchten kumulierten und fraktionierten Sammelintervalle befindet sich in den
Tabellen 40 und 41 im Anhang.

Im Gegensatz dazu konnte der CYP2C19*2/*2-Homozygote mit Hilfe aller
fraktionierten und kumulierten Sammelperioden als poor metabolizer identifiziert
werden, da seine mittlere 4OHM-Ausscheidung nach Deglucuronidierung etwa 100-
fach geringer als die der Tridger mindestens eines *1-Allels und ohne
Deglucuronidierung tiberhaupt nicht nachzuweisen war. Ein nach Genotyp aufgeteilter

Vergleich der Ausscheidungsraten von 40HM verdeutlicht dies (Abbildung 20 und 21).
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Zeit nach Verabreichung von 50 mg MEP [h]
Abbildung 20. Studie A, B und C. Mittlere 40HM-Ausscheidungsraten fir verschiedene
CYP2C19-Genotypen nach Deglucuronidierung in den Referenzperioden der jeweiligen
Studien. Man beachte die unterschiedliche Skalierung der zweiten Ordinate fir den
homozygoten Trager des CYP2C19*2-Allels. (n=37, Proband C10 mit CYP2C19*1/*2-Genotyp

wurde von der Auswertung ausgeschlossen, da er schon als Proband B11l an Studie B
teilgenommen hatte)
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Abbildung 21. Studie A und B. Mittlere 40HM-Ausscheidungsraten fir verschiedene
CYP2C19-Genotypen ohne Deglucuronidierung in den Referenzperioden der jeweiligen
Studien. Man beachte die unterschiedliche Skalierung der Ordinate im Vergleich zu Abbildung
20. (n=25, Keine Ausscheidung von 40HM fir den CYP2C19*2/*2-PM nachweisbar und daher
nicht darstellbar.)

434 Ermittlung der intraindividuellen Variabilitat der 4AOHM-Recovery

Studie B, C und D: Studie B hatte bei der Auswertung der intraindividuellen Variabilitét

Pilotcharakter. Abbildung 22 zeigt, dass in Analogie zu einer nicht signifikanten
Genotyp-Phénotyp-Korrelation sowohl das Unterlassen der Deglucuronidierung als
auch die fraktionierte Urinsammlung mit einer unzureichenden Reproduzierbarkeit der
40HM-Recovery verbunden waren. Besonders auffillig war, dass kurze kumulierte,
sowie alle fraktionierten = Sammelintervalle  von  Abweichungen  vom
Urinsammelprotokoll besonders deutlich beeinflusst wurden. Dabei basierte die
allgemein hohe intraindividuelle Variabilitdt der ersten beiden Sammelperioden
insbesondere auf den fehlenden Urinproben der Probanden B07 (2-4 h), BO8 (0-2 h und
2-4 h) und BI2 (2-4 h). Bei kumulierter Urinsammlung kam es mit wachsender
Sammelzeit, trotz sporadisch fehlender Urinproben (Proband B09: 6-8 h, Proband B12:
6-8 h, Proband 14: 16-24 h), zur Nivellierung einzelner Abweichungen vom
Sammelprotokoll. Bei fehlender B-Glucuronidasevorbehandlung war die Variabilitét

doppelt so hoch wie nach vorangegangener Deglucuronidierung.
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Abbildung 22. Studie B (n=16). Intraindividuelle Variabilitit der 4OHM-Recovery fir
fraktionierte und kumulierte Sammelintervalle mit und ohne Vorbehandlung des Urins mit (-
Glucuronidase. (Die Datenpunkte befinden sich in der Mitte der jeweiligen Sammelintervalle

deren Dauer durch die Markierungen im unteren Teil der Abbildung angedeutet wird.)

Weiterhin ist aus Abbildung 22 ersichtlich, dass die intraindividuelle Variabilitit
nach 12- bzw. 16-stiindiger kumulierter Sammlung ihr Minimum erreichte. Aus diesem
Grund und wegen der bereits zuvor fiir die Genotyp-Phédnotyp-Korrelation ermittelten
Resultate wurde der Urin fiir Studie C und D nur noch nach erfolgter
Deglucuronidierung und bis 12 h nach Verabreichung von MEP vermessen.

Ein Vergleich der intraindividuellen Variationskoeffizienten fiir alle drei
ausgewerteten Studien zeigte eine deutliche Ubereinstimmung der intraindividuellen
Variabilitdt fiir die gemeinsamen 0-8 h- und 0-12 h-Sammelperioden. Demgegeniiber
wiesen die 0-4 h- bzw. 0-6 h-Sammelintervalle der Studien C und D, aufgrund
vollstindiger ~Urinsammlung, eine weitaus niedrigere Variabilitit als die
korrespondieren Sammelintervalle von Studie B auf (Abbildung 23). Die Auswertung
aller drei Studien bestitigt auBerdem das initiale Ergebnis einer minimalen
intraindividuellen Variabilitdt fiir kumulierte Sammelintervalle zwischen 12 und 16 h

nach Verabreichung von MEP.
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Abbildung 23. Studie B, C und D (n=42, da doppelte Probanden C10 und D11 von Auswertung
fur Studie C bzw. D ausgeschlossen). Intraindividuelle Variabilitat kumulierter Sammelintervalle
nach Vorbehandlung des Urins mit B-Glucuronidase. (Die Datenpunkte befinden sich in der

Mitte der jeweiligen Sammelintervalle.)

4.35 Fallzahlschatzung 4OHM-Recovery

Mit Hilfe der ermittelten intraindividuellen Variationskoeffizienten wurden schlieBlich
die in Tabelle 32 aufgefiihrten Fallzahlen fiir alle kumulierten Sammelperioden nach
vorheriger Deglucuronidierung bestimmt. Aufgrund seines signifikanten gene dose-
Effekts, d.h. der Ubereinstimmung zwischen 4OHM-Recovery als MaB fiir den
CYP2C19-Phinotyp und den CYP2C19-Genotypen, wurde zusétzlich auch das 2-8 h-

Sammelintervall in die Auswertung eingeschlossen.
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Tabelle 32. Nach Diletti et al.*®® mittels intraindividuellem Variationskoeffizienten CV(intra) [%0]
und Punktschatzer (u/ur) bestimmte Fallzahlen zur Erzielung einer Power von 80% bei einem

Signifikanzniveau von 5%. Alle Sammelintervalle nach Deglucuronidierung.

Sammel- Anzahl Punktschéatzer

intervall Studie Probanden CV(intra) [%0] [Ur/uR] Fallzahl [n]
0-2h B 16 66,8 1,05 >38
0-4h B/C 27" 57,4 0,97 > 40
0-6 h B/D 31° 22,2 0,94 24
0-8h B/C 27" 10,8 0,95 8
0-12h B/C/D 42+ 7.3 0,98 6
0-16 h B 16 6,0 0,97 6
0-24 h B 16 11,0 0,98 6
2-8h B 16 14,8 0,90 22

Proband C10 von der Auswertung ausgeschlossen

Proband D11 von der Auswertung ausgeschlossen

4.4 Ermittlung des geeignetsten Mal3es zur Phanotypisierung von
CYP2B6

441 Ergebnisse der CYP2B6-Genotypisierung
Studie A und B: Die folgenden CYP2B6-Genotypen wurden unter den
Studienteilnehmern gefunden: *1/*1, n=5; *1/*2, n=2; *4/*4, n=1; *1/*5, n=1; *5/*5,

n=2, *1/*6, n=8, *6/*6, n=1 und *1/*7, n=2. Bei keinem Teilnechmer wurde das *3-

Allel entdeckt. Vier Probanden konnte keiner der untersuchten Genotypen zugeordnet
werden, da bei diesen Studienteilnehmern mit Hilfe des verwendeten
Genotypisierungsassays nicht eindeutig gekldrt werden konnte, auf welchem DNA-
Strang die entsprechenden SNPs lagen. Sie wurden daher in den weiteren
Auswertungen zum CYP2B6-Genotyp nicht weiter beriicksichtigt. Tabelle 33 enthilt
die nach SNPs aufgeschliisselte Unterteilung der einzelnen Genotypen (siche Kapitel
1.4.2).
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Tabelle 33. Ergebnis der CYP2B6-Genotypisierung von Teilnehmern der Studie A und B
(Codierung der SNPs: 0=nicht anwesend, 1=heterozygot, 2=homozygot)

single nucleotide polymorphism (SNP)

Proband Coe4T G516T C777A A785G C1485T Genotyp
A01 0 1 0 1 0 *1/%6
A02 0 0 0 0 1 *1/%5
A03 0 0 0 0 0 *1/*1
A04 0 1 0 1 0 *1/*6
A05 0 1 0 1 1 *1/%7
A06 0 1 0 1 0 *1/%6
A07 0 0 0 0 0 *1/*1
A08 1 0 0 0 0 *1/%2
A09 0 0 0 2 0 *4/%4
Al10 0 1 0 1 0 *1/%6
BO1 0 0 0 0 2 *5/%5
B02 0 0 0 0 0 *1/*1
B03 0 0 0 0 0 *1/*1
B04 1 - 0 0 0 *1/%2
B05 0 1 0 1 0 *1/*6
B06 0 - 0 1 0 ?
B07 0 1 0 1 1 *1/%7
B08 1 1 0 1 0 :
B09 0 0 0 0 2 *5/%5
B10 0 1 0 1 0 *1/%6
BI1 0 0 - 0 0 *1/*1
B12 0 0 0 1 1 :
B13 1 0 0 0 1 :
B14 0 2 0 2 0 *6/*6
BI15 0 1 0 1 0 *1/%6
Bl16 0 1 0 1 0 *1/*6

a:  Keine eindeutige Zuordnung zu den untersuchten Genotypen moglich

442 Ergebnisse der NIR-Quantifizierung

Studie A, B, C und D: Wiéhrend der Messung von Proben mit unbekannter

Konzentration wurden alle der in Kapitel 3.5.7 geforderten Vorgaben zur Sicherung der
Validitét der Methode eingehalten. AuBBerdem wurden keine storenden Signale wihrend

der Retentionszeit von NIR und des ISTDs beobachtet. Die kurzen Auswaschphasen der
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Studien B und D (Dauer zwei Wochen) resultierten in noch deutlich nachweisbarer
NIR-Exkretion zu Beginn der zweiten Studienperiode. Infolgedessen konnte die
intraindividuelle Variabilitdt der NIR-Recovery nur mit Hilfe von Studie C bestimmt
werden, obwohl auch hier, trotz vierwochiger Auswaschphase, geringe NIR-
Konzentrationen in den Predose-Proben von sieben Probanden zu Beginn des zweiten
Durchgangs quantifiziert wurden. Fiir Studie B (und D) galt indes, dass die in Kapitel
4.4.3 und 4.4.6 beschriebenen Untersuchungen nur anhand der Messdaten aus der ersten
Studienperiode, d.h. ohne Riicksicht auf die randomisierte Reihenfolge der Test- bzw.
Referenzdurchgénge, unternommen werden konnten.

Wihrend die NIR-Urinkonzentrationen des 0-2 h- und teilweise auch des 2-4 h-
Sammelintervalls der ersten Phénotypisierungsperiode von Studie A und B in der Regel
(92% bzw. 50%) unterhalb des LLOQ lagen, befanden sich fiir Studie C und D,
abgesehen von zwei 0-4h-Sammelperioden, alle Konzentrationen oberhalb des LLOQ.
Eine Auflistung aller gemessenen NIR-Urinkonzentrationen befindet sich in den

Tabellen 42 bis 95 im Anhang.

4.4.3 Untersuchung des Einflusses des CYP2B6-Genotyps auf die NIR-

Recovery

Studie A und B:

Aufgrund einer Anzahl von 8 verschiedenen Genotypen bei nur 22 eindeutig
genotypisierten Probanden war die statistische Evaluierung der Einflussnahme des
CYP2B6-Genotyps auf die Wiederfindung von NIR im Urin nicht moglich. Dessen
ungeachtet konnte eine vergleichbare renale NIR-Exkretion fiir die Trager des *2-, *5-,
*6- und *7-Allels und dem Wildtyp beobachtet werden, wobei Probanden mit
mindestens einem *5 bzw. *7-Allel tendenziell weniger NIR auszuscheiden schienen.
Besonders hervorstechend war jedoch die stark erhohte NIR-Ausscheidung fiir den
CYP2B6*4/*4-homzygoten Probanden, dessen NIR-Recovery nach 24-stiindiger,
kumulierter Sammlung 2,3-fach (2,7-/3,4-/3,1-/2,4-/3,1-fach) hoher als fiir Tréger des
*1/*1-Genotyps (*1/*2-; *1/*5-, *5/%5-; *1/*6-; *6/*6-;*1/*7-Genotyps) war (siche
Abbildung 24).
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Abbildung 24. Studie A und B (n=26). Mittlere Wiederfindung (inklusive Standardabweichung)
von NIR im Urin bei Tragern verschiedener CYP2B6-Genotypen. Legende: Auflistung der

Genotypen nach Reihenfolge der NIR-Recovery.

444 Intraindividuelle Variabilitat der NIR-Recovery und Fallzahlschatzung

Studie C: Die liickenlose Bestimmung der intraindividuellen Variationskoeffizienten
erfolgte unter Zuhilfenahme der interpolierten Ausscheidungsmengen (48-86 h und 94-
158 h) bis sieben Tage nach Verabreichung von MEP. In Analogie zu 40OHM war eine
zufriedenstellend niedrige intraindividuelle Variabilitit der Wiederfindung von NIR im
Urin nur durch eine kumulierte Urinsammlung zu erzielen (sieche Abbildung 25). Ein
direkter Vergleich der intraindividuellen Variationskoeffizienten beider Metabolite zeigt
jedoch, dass die 4OHM-Recovery das weitaus reproduzierbarere Phinotypisierungsmal3
darstellt. So war ein intraindividueller Variationskoeffizient von 22% innerhalb von 6 h

fiir 4OHM, aber erst nach 48 h fiir NIR erreicht (siche Tabelle 32 und 34).
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Abbildung 25. Studie C (n=12). Intraindividuelle Variabilitdt der NIR-Recovery fir fraktionierte
und kumulierte Sammelintervalle. (Die Datenpunkte befinden sich in der Mitte der jeweiligen
Sammelintervalle deren Dauer durch die Markierungen im unteren Teil der Abbildung

angedeutet wird.)

445 Fallzahlschatzung NIR-Recovery

Fiir den potentiellen Einsatz der NIR-Recovery als Phénotypisierungsmall zur
Aktivitdtsbestimmung von CYP2B6 wurden die folgenden Stichprobenumfinge

(Fallzahlen) mit Hilfe der berechneten intraindividuellen Variationskoeffizienten nach
Diletti et al. bestimmt: '

al.’®®  mittels intraindividuellem

Tabelle 34. Studie C (n=12): Nach Diletti et
Variationskoefffizienten CV(intra) [%] und Punktschéatzer (pi/pr) bestimmte Fallzahlen zur

Erzielung einer Power von 80% bei einem Siginifkanzniveau von 5%.

Sammelintervall CV(intra) [%0] Punktschatzer [pr/pr] Fallzahl [n]
0-4h 62,5 1,44 > 642
0-8 h 29,1 1,09 68
0-12h 27,7 0,96 34
0-16 h 30,7 1,00 32
0-24 h 26,5 0,96 28
0-36 h 22,9 0,97 24
0-48 h 21,8 0,96 24
0-94 h 22,4 1,03 20

0-166 h 18,5 1,00 14
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4.4.6 Korrelationsanalyse: Einfluss der CYP2C9-Aktivitat auf die
Wiederfindung von NIR

Studie A, B und C: Als selektives Maf fur die Aktivitat von CYP2C9 wurde die 24 h-

Plasmakonzentration von TOL eingesetzt (siche Abbildung 26a). Die Quantifizierung
von Tolbutamid in den Plasmaproben von Studie A und B wurde von Frau Dr. Martina
Kinzig-Schippers am ,,Institut fiir Biomedizinische und Pharmazeutische Forschung® in
Niirnberg durchgefiihrt. Die Wahl der NIR-Recovery in 24 h-Sammelurin als
Phénotypisierungsmal} fiir CYP2B6, stellt einen praktisch bedingten Kompromiss aus
geringst moglicher Variabilitit und maximaler Fallzahl dar. Studie D konnte wegen
einer maximalen Urinsammelzeit von 12 h und teilweise fehlerhafter NIR-Messung

nicht in die Auswertung miteinbezogen werden.

Abbildung 26. Studie A, B und C (n=37, da doppelter Proband C10 fur Studie C von

4.0 1k 1.0
35
- | X s
—

01 j4 i
i

1

NIR: 24 h-Recovery [!

TOL: 24 h-Plamakonzentration [ug/mL]

.5 0.0

J T 1T

N= 25 8 3 1 1 N= 24 3 1 1
*1/%1 *1/%2 *1/*3 *2/%2 *3/*%3 *1/¥1 *1/%2 *1/%3 *2/%2 *3/*3

CYP2C9-Genotyp CYP2C9-Genotyp

Wie aus Abbildung 27 hervorgeht, konnte kein signifikanter Zusammenhang
(p=0,136 und r’=0,0623) zwischen der Aktivitit von CYP2C9 und der Wiederfindung
von NIR in 24 h kumuliert gesammeltem Urin nachgewiesen werden. Tragt man, wie in
Abbildung 26b geschehen, die 24 h-Recovery von NIR gegen die verschiedenen
CYP2C9-Genotypen auf, bestitigt sich dieser Befund. Trotz einer moglichen Tendenz
zu niedrigeren NIR-Wiederfindungsraten bei heterozygoten Tragern der Allele *2 und
*3 scheint der Einfluss von CYP2C9 auf die Recovery von NIR in 24 h Urin eher

gering, wenn iliberhaupt vorhanden zu sein.
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Abbildung 27. Studie A, B und C (n=37, da doppelter Proband C10 fur Studie C von
Auswertung ausgeschlossen): Korrelation zwischen der 24 h-Plasmakonzentration von TOL als
selektivem MalR fir die Aktivitdt von CYP2C9 und der Recovery von NIR in 24 h kumuliert

gesammeltem Urin (p=0,136).
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5 Diskussion

Die ausgeprigte Variabilitit der individuellen Arzneistoffantwort ist zu einem
erheblichen Anteil Folge der hochvariablen Aktivitit arzneistoffmetabolisierender
Cytochrom P450-Enzyme. Die Phédnotypisierung, d.h. die Aktivitidtsbestimmung dieser
Enzyme unter Beriicksichtigung genetischer und exogener Faktoren in vivo, kann
wertvolle Informationen fiir wissenschaftliche und klinische Anwendungen liefern.

Die para-Hydroxylierung von MEP zu 4OHM (und dessen Wiederfindung im Urin)

wird seit liber 20 Jahren als selektive Markerreaktion zur in vivo-Phanotypisierung von
CYP2C19 genutzt. Allerdings wurde das Verfahren bislang noch nie systematisch
optimiert.
Das Hauptziel dieser Arbeit war die systematische Evaluierung des geeignetsten
Urinsammelintervalls — fraktioniert oder kumuliert, unbehandelt oder deglucuronidiert —
zur selektiven und reproduzierbaren Aktivitdtsbestimmung von CYP2C19 in vivo.
AuBerdem sollte untersucht werden, ob sich die N-Demethylierung von MEP zu NIR
fiir die in vivo-Phanotypisierung von CYP2B6 cignet.

Zu diesem  Zweck  wurden  insgesamt 54  Probanden in  vier
Cocktailphinotypisierungsstudien mit 50 mg MEP phénotypisiert und eine verldssliche
LC-MS/MS-Messmethode zur Quantifizierung von MEP und seiner beiden Phase-I-
Metaboliten entwickelt. Um die Messdaten zu verifizieren, wurde ein Grof3teil der
Probanden zusitzlich auf die hiufigsten Mutationen der CYP2C19-, CYP2B6- und
CYP2C9-Gene untersucht.

Zur Phénotypisierung von CYP1A2 und CYP2C9 wurde auBerdem eine selektive
LC-MS/MS-Methode fiir die simultane Konzentrationsbestimmung von Coffein,

Paraxanthin und Tolbutamid in Plasma entwickelt.

5.1 Messmethode zur Quantifizierung von Mephenytoin, Nirvanol
und 4"-Hydroxymephenytoin in Urin

Fiir die simultane Quantifizierung von MEP, NIR und 40OHM in Urin konnte eine
ebenso robuste wie selektive LC-MS/MS-Methode entwickelt werden. Im Rahmen der
Methodenvalidierung wurde nachgewiesen, dass das Verfahren allen Kriterien der

arbeitsgruppeninternen SOP, und somit international giiltigen Richtlinien entsprach.'”*
194
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Das bewusst einfache Probenaufarbeitungsverfahren kombiniert ein unkompliziertes
Pipettierschema mit einer geringen Matrixbelastung der Proben. Durch 20-fache
Verdiinnung der Urinmatrix sowie den Einsatz des divert valves konnte ein
reibungsloser Langzeitbetrieb der Messmethode auch ohne umstindliche und oftmals
verlustreiche  Extraktionsverfahren  gewdhrleistet werden. Die  Abwesenheit
chromatographischer und massenspektrometrischer Interferenzen der Analyten und des
internen Standards mit anderen endogenen sowie exogenen Substraten konnte sowohl
durch die Methodenvalidierung als auch im Routinebetrieb bei der Vermessung von
mehr als 1000 Probandenproben nachgewiesen werden. Diese Tatsache belegt die
besondere Eignung der Methode fiir den Einsatz unter den erhdhten analytischen
Anforderungen von Cocktailstudien.

Der Messbereich iiber vier Grofenordnungen (15-10000 ng/mL) erwies sich als
addquat zur Quantifizierung der nach Einnahme von 50 mg MEP — mit oder ohne
Deglucuronidierung — vorherrschenden Konzentrationen von MEP, NIR und 40HM in
Urin. Allerdings erzwang die betrdchtliche Diskrepanz zwischen den teilweise wenigen
ng/mL hohen Konzentrationen von NIR, MEP und unbehandeltem 4OHM und den,
andererseits bis zu 50000 ng/mL hohen 40OHM-Konzentrationen nach erfolgter
Deglucuronidierung, einen Kompromiss in der Festlegung des Messbereichs. Durch die
20-fache Verdiinnung im Rahmen der Probenaufarbeitung lagen nahezu alle (86%)
freien 4OHM-Konzentrationen oberhalb des LLOQ und gleichzeitig mussten nur 24%
aller Proben wegen Uberschreitung des ULOQ nachgemessen werden.

Speziell in diesem Punkt ist die Methode dem bisher einzig anderem verdffentlichten
LC-MS/MS-Verfahren zur Quantifizierung von MEP und 4OHM in Urin {iberlegen.
Der 1999 durch Scott et al. publizierte Assay wurde lediglich iiber einen
Konzentrationsbereich von 100-3000 ng/mL (20-2500 ng/mL) fiir 4OHM (MEP)
validiert und ist infolgedessen nicht an die tatsdchlich vorgefundenen
Urinkonzentrationen von 4OHM angepaBt.’’ Wire erwihntes Verfahren zur
Vermessung der Studienproben eingesetzt worden, hétten im Falle der
Konzentrationsbestimmung von deglucuronidiertem 4OHM 59% aller Probandenproben
verdiinnt und nachgemessen werden miissen. Zusétzlich hitten sich 49% aller
Konzentrationen des freien 40OHM unterhalb des LLOQ befunden. Davon abgesehen,
bedient sich die Methode eines (unnotig) kostspieligen Probenaufarbeitungsverfahrens
per Festphasenextraktion (SPE).

Im Vergleich zu publizierten HPLC-Methoden weist das entwickelte LC-MS/MS-
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Verfahren — systemimmanent — eine bis zu 100-fach'”' niedrigere untere
Quantifizierungsgrenze auf. War fiir eine Konzentrationsbestimmung von 4OHM per
UV-Detektion eine Vorbehandlung des Urins mit 3-Glucuronidase noch unerlésslich, so
ist die Deglucuronidierung bei einem LLOQ von 20 ng/ml, zumindest vom analytischen
Standpunkt betrachtet, nicht mehr zwingend erforderlich. Zudem liefert die Methode die
analytische Grundlage fiir eine umfassende pharmakokinetische Uberwachung der
bislang wenig untersuchten, weil geringen, renalen Ausscheidung von NIR und MEP.

Die Anwendung der LC-MS/MS-Technologie ermdglicht zudem den Verzicht auf
eine zeit- und arbeitsaufwendige Probenaufarbeitung, wie sie in Form von
umstindlichen Derivatisierungs- und/oder Extraktionsverfahren fiir die Quantifizierung
per GC, GC-MS und HPLC noch unentbehrlich war. Anders als bei stirker
matrixbelasteten Plasmaproben, reicht die einfache Verdiinnung des Urins in
Kombination mit einem chromatographischen Gradienten zur Probenaufreinigung aus
und minimiert zusdtzlich die Fehleranfilligkeit durch bedeutend weniger
Pipettierschritte.

Trotz aller aufgezihlten Vorziige lieBe sich das entwickelte Verfahren mit wenig
Aufwand fiir den Routinebetrieb noch weiter optimieren. Nach Auswertung der
Messdaten aller vier Cocktailstudien scheint es wahrscheinlich, dass die Methode in
Zukunft nur noch zur Quantifizierung von deglucuronidiertem 4OHM eingesetzt wird.
In diesem Fall konnte die Anzahl der Proben, welche das ULOQ iiberschreiten und
deshalb nachgemessen werden miissen, durch eine hohere (40- oder 60-fache)
Verdiinnung des Urins mit Puffer oder ISTD-Stammldsung drastisch reduziert werden,
ohne dass es zu einer kompletten Neuvalidierung fiir den dann insgesamt zu héheren

Konzentrationen verschobenen Messbereich kommen miisste.

5.2 Messmethode zur Quantifizierung von Coffein, Paraxanthin

und Tolbutamid in Urin

Fiir die Bestimmung von COF, PAX und TOL in Plasma konnte eine robuste und vor
allem selektive LC-MS/MS-Methode entwickelt und nach internationalen Richtlinien
validiert werden."””' Das Verfahren konnte anschlieBend erfolgreich zur
Phénotypisierung von CYPIA2 und CYP2C9 im Rahmen der Studien C und D
eingesetzt werden. Mit Ausnahme der Predose-Proben, lagen alle quantifizierten

Konzentrationen innerhalb der Grenzen der gewihlten Messbereiche von 30 bis 5000
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ng/mL fiir COF und PAX bzw. 15 bis 15000 ng/mL fiir TOL.

Obwohl die Plasmakonzentrationen aller drei Analyten durchweg weit iiber dem
LLOQ lagen und eine Probenverdiinnung ohne messtechnische Konsequenzen
geblieben wire, wurde dennoch auf eine einfache Plasmaproteinfillung verzichtet, um
sich eine schnelle, unkomplizierte Probenaufarbeitung nicht auf Kosten haufiger
Systemausfille durch stark matrixverunreinigte Proben zu erkaufen. Statt dessen wurde
der verbliebene Probenriickstand nach erfolgter Proteinfiallung und Evaporation des
Féllungsmediums im hydrophilen Laufmittel angeldst, um so eine weitere Abtrennung
vornehmlich lipophiler Plasmakomponenten zu erreichen. Ungeachtet dessen ist die
durchschnittlich nur 50%ige absolute Recovery aller drei Analyten als Hinweis auf eine
Suppression der ESI-lonisierung durch co-extrahierte, hydrophile (?) Matrixbestandteile
zu werten. Allerdings wurden die Matrixeffekte durch die beiden ISTDs egalisiert, so
dass die relative Recovery, d.h. das Verhéltnis der analytischen Wiederfindung von
Analyt und ISTD, insgesamt innerhalb der Grenzen von 80-120% lag. Dennoch ist das
entwickelte Verfahren anderen LC-MS/MS-Methoden zur Bestimmung von COF, PAX
und/oder TOL in Plasma, die mittels Festphasenextraktion absolute Recoverys von iiber
90% fiir alle drei Analyte erzielen, in punkto Wiederfindung nicht ebenbiirtig.””>®

Der besondere Vorteil der entwickelten Methode liegt vielmehr im Bereich einer
sorgfiltig evaluierten Selektivitdt. Denn ist eine geringe, aber konstante analytische
Recovery tolerierbar und ohne Einfluss auf die Messergebnisse, sofern — bei
nachgewiesener Selektivitdit der Methode — Probandenproben und Kalibrier- bzw.
Qualitdtskontrollproben identisch aufgearbeitet werden, kann die beobachtete
chromatographische und massenspektrometrische Interferenz von PAX und TPH zu
Fehlern bei der Bestimmung des CYP1A2-Phénotyps fiihren. Keine der beiden bereits
erwiahnten LC-MS/MS-Methoden beriicksichtigt das Phanomen der identischen SRM-
Ubergange von PAX und TPH. Dariiber hinaus ist eine chromatographische
Basislinientrennung der zwei COF-Metabolite bei einer Laufzeit von 3,558 bzw. 4,0’
min wenig vorstellbar, eine ungewollte Simultanbestimmung aber umso
wahrscheinlicher. Auch wenn der Anteil von TPH im Plasma durchschnittlich weniger
als 20% der Konzentration von PAX entspricht,””' kann eine Beeinflussung des
PAX/COF-Quotienten als metabolischem Index fiir die Aktivitit von CYP1A2 nicht
ausgeschlossen werden. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Verfahren tragt dem
identischen analytischen Verhalten beider Substanzen Rechnung, indem es die Peaks

beider COF-Metabolite ausreichend weit chromatographisch antrennt, um PAX selektiv



-102 -

iiber sein Peakhohenverhéltnis zum ISTD zu quantifizieren. Im Rahmen der Validierung
konnte PAX, ungeachtet einer ,,Storkonzentration von 30% TPH, fiir alle QC-
Konzentrationslevel im Rahmen der erlaubten Variabilitdt quantifiziert werden. Der
Versuch, PAX und TPH vollstdndig chromatographisch zu trennen, wurde aufgegeben,
nachdem sich trotz FEinsatz verschiedenster analytischer Trennsdulen und
Laufmittelzusammensetzungen zwar eine Basislinientrennung der beiden Substanzen
erzielen lieB3, dafiir aber drastisch angestiegene Retentionszeiten von TOL und CPP in
Kauf genommen werden mussten.

Insgesamt betrachtet konnte ein analytisches Verfahren entwickelt werden, dass im
Gegensatz zu anderen, eplixizit fiir die Phanotypisierung konzipierten LC-MS/MS-
Methoden die richtigeren Ergebnisse zur Phianotypisierung von CYP1A2 liefern diirfte.
Die analytische Interferenz der beiden COF-Metabolite PAX und TPH ist ein
anschauliches Beispiel dafiir, welcher Stellenwert einer sorgfiltigen Untersuchung der
analytischen Selektivitdt und besonders auch der chromatographischen Trennung im
Rahmen der Methodenentwicklung eingerdumt werden sollte. Ein hiufig beobachtetes
Defizit vieler publizierter LC-MS/MS-Methoden ist, dass infolge einer immer wieder
vermeintlich angenommenen absoluten Selektivitit der MS/MS-Detektion, die teilweise
essentielle chromatographische Trennung der Analyten zu Gunsten eines maximalen

Probendurchsatzes vernachlissigt wird.'”®

5.3 Das geeignetste Mal3 zur Phanotypisierung von CYP2C19

Die systematische Untersuchung verschiedener fraktionierter und kumulierter
Urinsammelperioden nach Verabreichung von 50 mg MEP ergab, dass die prozentuale
Wiederfindung von 4OHM in 0-12 h kumuliert gesammeltem und mit 3-Glucuronidase
vorbehandeltem Urin das geeignetste MEP-basierte Mall zur Phénotypisierung von
CYP2C19 darstellt. Unter genannten Bedingungen konnte ein signifikanter Einfluss des
CYP2C19-Genotyps auf den Phédnotyp beobachtet werden und die intraindividuelle
Variabilitit der CYP2C19-Aktivitdt betrug lediglich 7%. Bei Anwendung des
ermittelten Phénotypisierungsmafles fiir zukiinftige Interaktionsstudien reicht daher die
geringe Fallzahl von n=6 Probanden aus, um den potentiellen inhibitorischen bzw.
induktiven Effekt eines Arzneistoffes auf CYP2C19 zu erfassen.

Wie in Kapitel 1.3.1 ndher erldutert, sollte ein Testsubstrat zur Phinotypisierung

arzneistoffmetabolisierender Enzyme gut vertrdglich und problemlos verfiigbar sein
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sowie nicht mit anderen, gemeinsam verabreichten Cocktailsubstraten interagieren. Der
gewdhlte Phénotypisierungsparameter sollte vor allem jedoch reproduzierbar, selektiv
und moglichst spezifisch fiir das untersuchte Enzym sein.

Die meisten dieser Kriterien treffen auf MEP zu. So konnten Goldstein et al. eine
signifikante Korrelationen zwischen der immunchemisch quantifizierten CYP2C19-
Menge in humanen Lebermikrosomen (HLM) und der Aktivitit der S-MEP-4'-

Hydroxylase nachweisen (r*= 0,79, p<0,0001).'*

Im Rahmen der Untersuchungen
durch Lasker et al. wurde neben einer ebenfalls guten Korrelation zwischen dem
CYP2C19-Gehalt mikrosomaler Inkubate und der 4’-Hydroxylierung von S-MEP (r*=
0,912, p<0,0001) sowie der 5-Hydroxylierung von Omeprazol (r2= 0,906, p<0,0001),
einer anderen Markerreaktion fiir CYP2C19, auch eine 98%- bzw. 85%-ige Inhibition
beider = Hydroxylierungsreaktionen  durch  polyklonale = CYP2C19-Antikorper

181

beobachtet. In mehreren Probandenstudien konnte die Selektivitit sowohl der

40HM-Recovery, als auch der S/R-Ratio durch eine signifikante gene dose-Beziehung
zwischen CYP2C19-Genotyp und -Phinotyp nachgewiesen werden.'®* 7> ' Ein
ausgepragter gene dose-Effekt wurde fiir beide metabolischen Indizes auch fiir die
Rifampicin-vermittelte Induktion von CYP2C19 in einer Studie mit 12 chinesischen
Teilnehmern beschrieben.’”® Weiterhin konnte speziell fiir die 4OHM-Recovery eine
niedrige intraindividuelle Variabilitit (sieche Tabelle 35) und die Abwesenheit
metabolischer Interferenzen mit zahlreichen gebriduchlichen Cocktailsubstraten, namlich
Midazolam, Coffein, Chloroxazon, Debrisoquin, Metoprolol und Dapson, bewiesen

werden.”> ¢ 62

Zusatzlich kam es nach einmaliger Verabreichung einer
Phinotypisierungsdosis von 100 mg MEP an 30 ménnliche Probanden nicht zu den,
unter chronischer MEP-Therapie bei 6-23% aller Patienten auftretenden
hamotologischen Nebenwirkungen.?"

Allerdings existieren auch Argumente gegen den Einsatz von MEP zur CYP2C19-
Phénotypisierung. So wurde speziell fiir (asiatische) poor metabolizer und Personen mit
niedrigem BMI eine gravierende Sedierung durch eine Dosis von 100 mg MEP
beschrieben.'*> ' Zusitzlich konnte in diversen Studien keine signifikante Korrelation
zwischen der S/R-Ratio und einem auf der renalen Exkretion von 4OHM beruhendem
MaB fiir die Aktivitit von CYP2C19 festgestellt werden.'®> "> 22 Des Weiteren werden
die Ergebnisse der S/R-Ratio durch die Prisenz des lager- und sdureinstabilen S-MEP-

Cystein-Konjugats verfilscht. Denn obwohl der labile Metabolit maximal 1% der

verabreichten MEP-Dosis im Urin von extensive metabolizern ausmacht, beeinflusst
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sein Abbau die S/R-Ratio angesichts allgemein niedriger S-MEP-Konzentrationen (im
Regelfall < 500 ng/mL) erheblich.'”’ Nach Lagerung bei —20°C fiir 1, 3, 6 bzw. 24
Monate betrug der mittlere prozentuale Anstieg der S/R-Ratio 6,9%, 20%, 177% und
216%.%” In einer anderen Studie nahm die S/R-Ratio um 22% nach Kurzzeitlagerung (<
7 Monate) bzw. um 85% nach Langzeitlagerung (> 7 Monate) zu, was in 1,5% der Félle
(einer von 66 Probanden) zu einer fehlerhaften Klassifizierung des Phénotyps fiihrte.'®
Im Gegensatz dazu konnte die Lagerstabilitit von 4OHM im Rahmen der analytischen
Methodenvalidierung dieser Arbeit nachgewiesen werden (siehe Kapitel 4.2.1.5). Die
teilweise extrem niedrigen Konzentrationen von S-MEP im Urin von extensive
metabolizern bilden die Grundlage fiir einen weiteren entscheidenden Nachteil der S/R-
Ratio. So befanden sich in einer von Brockméller et al. durchgefiihrten Studie 45%
bzw. sogar 74% aller S-MEP-Konzentrationen der 0-5 h- und 5-8 h-Sammelperioden
unterhalb des LLOQ von 50 ng/mL und mussten deshalb von der Auswertung

> Fir die 40HM-Recovery wurde insbesondere die

ausgeschlossen werden."’
Anfilligkeit gegeniiber nicht vollstdndiger Urinsammlung, einem generellen Problem
aller Urin-basierten Phinotypisierungsmafe, moniert.'®* Zusitzlich ist MEP in den USA
und den meisten europdischen Staaten nicht mehr kommerziell erhiltlich, weil es seine
klinische Relevanz als Antiepileptikum verloren hat.

Vor dem Hintergrund dieser Defizite wurden Proguanil und Omeprazol (OMEP) als
alternative Phénotypisierungssubstrate fiir CYP2C19 vorgeschlagen. Omeprazol zeigt
neben seiner bereits erwédhnten Spezifitit fiir CYP2C19 eine klare Genotyp-Phénotyp-
Korrelation fiir den Quotienten der Muttersubstanz zu 5-Hydroxyomeprazol (SOHO) in
3 h-Plasma™**** und eine signifikante Korrelation zur S/R-Ratio von MEP.**>*** Doch
ungeachtet dessen weist auch OMEP einige Nachteile auf. Erstens wird OMEP (und
auch 50HO) parallel zur 5-Hydroxylierung durch CYP3A4 sulfoxidiert.'*® Potentielle
Interaktionen mit gleichzeitig verabreichten CYP3A4-(Phénotypisierungs-)Substraten
sind die Folge und die bisher fiir OMEP validierten Phénotypisierungscocktails
vermeiden die simultane perorale Verabreichung von OMEP und CYP3A4-
Markersubstanzen. Im Falle des , Karolinska Cocktails“ wird das CYP3A4-Substrat
Chinin erst acht Stunden nach OMEP oral verabreicht,” wohingegen im Falle des
»Cooperstown Cocktails* eine alleinige Bestimmung der hepatischen CYP3A4-
Aktivitit durch intravendse Injektion von Midazolam vorgenommen wird.®" **° Die
sequentielle Bestimmung der hepatischen und intestinalen CYP3A4-Aktivitit, wie sie

unter anderem im Rahmen der Studien A bis D vollzogen wurde, ist daher in beiden
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Fillen nicht moglich.*™ 2%

Zweitens muss, infolge der kurzen OMEP-
Plasmahalbwertzeit (t;,=40 min),209 die Probennahme innerhalb von 2 bis 3 Stunden
nach Verabreichung stattfinden — also zu einem Zeitpunkt, in der die
Plasmakonzentrationen von OMEP und seinem 5-Hydroxymetabolit noch malBigeblich
durch die Absorption und/oder die galenische Freisetzung der Muttersubstanz

. . 210
beeinflusst werden konnen.

Hinzu kommt, dass — analog zu S-MEP — bei einem
hohen Prozentsatz aller Probanden keine detektierbaren Konzentrationen von OMEP
und seiner Metabolite im Plasma zu finden sind. In einer Studie von Marinac et al.
waren bei 21% aller Probanden weder OMEP noch 50HO im 2 h-Serum detektierbar.*"'
Ungeachtet einer Vielzahl von Studien zur Behebung dieser Problematik ist bis heute
weder die optimale Phénotypisierungsdosis von OMEP noch der geeignetste Zeitpunkt
der Plasmaprobennahme bekannt.*® Drittens weisen alle Phinotypisierungsmalle, die
auf der metabolischen Umwandlung von OMEP zu 50HO basieren, eine inakzeptabel
hohe intraindividuelle Variabilitit (35~40%)°* auf (siche auch Tabelle 35).

Die Oxidation von Proguanil zu Cycloguanil korreliert in vitro zwar mit der S/R-
Ratio von MEP (1’=0,71, p<0,00001)*'* und der 5-Hydroxylierung von OMEP
(r’=0,882, p<0.,01), aber auch mit dem CYP3A-Gehalt von HLM (r’=0,643, p<0,01)
und zahlreichen CYP3A-Markerreaktionen, etwa der Bildung von Omeprazolsulfon
(r2=0,506, p<0,01).150 Diese Ergebnisse veranlassten Birkett et al., eine bis zu 70%ige
Beteiligung von CYP3A an der Entstehung von Cycloguanil zu postulieren.'’ Dariiber
hinaus konnte mit Hilfe der Proguanil/Cycloguanil-Ratio keine klare phinotypische
Trennung von CYP2C19-extensive und poor metabolizern erreicht werden.”'* *"* Aus
genannten Griinden stellen daher sowohl Omeprazol, als auch Proguanil keine
sinnvollen Alternativsubstrate dar, so dass MEP auch weiterhin die erste Wahl zur
Phénotypisierung von CYP2C19 bleibt.

Nach grundlegender Bewertung des derzeitigen Wissenstands scheint die prozentuale
Wiederfindung von 40HM in Urin das vorteilhafteste Mal3 zur Phénotypisierung von
CYP2C19 zu sein. Die Préferenz fiir die 4OHM-Recovery entspringt neben den bereits
angefiihrten Argumenten ausdriicklich auch aus den bereits geschilderten Nachteilen der
S/R-Ratio. Doch ungeachtet aller Vorteile wurde das Verfahren der 4OHM-Recovery,
wie schon in Kapitel 1.5.1 der Einleitung angedeutet, bislang noch nie systematisch
optimiert bzw. validiert. Obwohl die ,.traditionell* achtstiindige, kumulierte Sammlung
von Urin im Jahre 1984 a) lediglich anhand der Ausscheidungsmengen je eines

extensive metabolizers und eines poor metabolizers und b) aus — so wortlich — ,,Griinden
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der Bequemlichkeit* fiir ein gemeinsames Sammelintervall von S/R-Ratio und 4OHM-
Recovery festgelegt wurde,'®® wurden in den letzten 20 Jahren nur eine Handvoll
Studien mit zeitlich abweichenden Urinsammelschema durchgefiihrt.'” 214215 Aus
diesem Grund wurden in dieser Arbeit verschiedene kumulierte und fraktionierte
Urinsammelintervalle gegeneinander verglichen, um das optimale Sammelintervall flir
eine moglichst selektive und reproduzierbare Aktivitidtsbestimmung von CYP2C19 zu
ermitteln. Zur Vereinfachung der Probenaufarbeitung wurde auflerdem untersucht, ob
auch die Fraktion des freien, unkonjugierten 4OHMs die Aktivitdit von CYP2C19
zufriedenstellend reflektiert.

Wie bereits in Kapitel 1.5.1 erwédhnt, war es in der Vergangenheit aufgrund unterer
Quantifizierungsgrenzen von 500'®, 1000% oder 2000'"" ng/mL unerlasslich, alle
Urinproben vor ihrer Messung per HPLC zu deglucuronidieren. Trotz der weitaus
empfindlicheren =~ LC-MS/MS-Analytik (LLOQ 20 ng/mL) waren die
Untersuchungsergebnisse bereits nach Zwischenevaluierung der Studien A und B so
eindeutig, dass alle Urinproben der Studien C und D wieder ausschlieflich nach
erfolgter Deglucuronidierung vermessen wurden. So war der Verzicht auf eine B-
Glucuronidase-Vorbehandlung mit einer wesentlich schlechteren Reproduzierbarkeit
und einer ausnahmslos insignifikanten Genotyp-Phénotyp-Beziehung verbunden. Die
ausgepragte inter- und intraindividuelle Variabilitdt der UDP-Glucuronosyltransferasen
scheint demnach einen bedeutenden Storfaktor darzustellen. So ist eine mehr als 10-
fache Variabilitdt der Aktivitdt dieser Phase-1I-Enzyme zwischen den Individuen einer
Population nicht die Ausnahme, sondern die Regel.*'°

Eine statistisch signifikante Ubereinstimmung zwischen der 4OHM-Recovery und
den fiir die Studien A, B und C ermittelten CYP2C19-Genotypen (*1/*1, *1/*2 und
*2/*2) wurde fir kumulierte, mindestens sechsstiindige Urinsammelperioden nach
enzymatischer Deglucuronidierung gefunden. Dieses Resultat steht im Widerspruch zur
bisher einzigen Studie, die unter vergleichbaren = Rahmenbedingungen
(Phénotypisierungsdosis von 50 mg MEP; Probanden kaukasischer Abstammung)
durchgefiihrt wurde, und die einen signifikanten gene dose-Effekt zwar fiir die S/R-
Ratio, nicht aber fiir die 4OHM-Recovery nachweisen konnte.'”” Der Grund fiir diese
Diskrepanz scheint in der damaligen Wahl von 0-5 h- bzw. 5-8 h-Sammelintervallen zu
liegen, denn auch fiir die vergleichbaren 0-4 h- bzw. 4-8 h-Sammelintervalle dieser
Arbeit wurde kein signifikanter Einfluss des CYP2C19-Genotyps auf die Ausscheidung
von 40HM gefunden (p=0,189 bzw. p=0,226). Die prignante Uberlappung der 95%-
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Konfidenzintervalle fiir *1/*1-homozygote und *1/*2-heterozygote extensive
metabolizer (siche Tabelle 31) macht dariiber hinaus deutlich, dass eine klare
Subklassifizierung beider Genotypen mit Hilfe der 4OHM-Recovery nicht praktikabel
ist. Damit bestétigt diese Arbeit bereits bestehende Studienergebnisse fiir die 4OHM-
Recovery.'® Allerdings ist eine eindeutige Diskriminierung von Trigern des
CYP2C19*1/*1- und CYP2C19*1/*2-Genotyps genauso wenig mit Hilfe der S/R-

175, 199 217 ynd dem metabolischen Quotienten von OMEP méglich. 2% 20% 218

Ratio
Obwohl homzygote extensive metabolizer im Vergleich zu heterozygoten extensive
metabolizern eine leicht hohere CYP2C19-Aktivitit zu besitzen scheinen, lassen
vergleichbare Ergebnisse fiir verschiedene Phanotypisierungsmalle darauf schlieBen,
dass dieser geringe Unterschied auch fiir andere, liberwiegend durch CYP2C19
metabolisierte Arzneistoffe klinisch nicht relevant ist.

Die intraindividuelle Variabilitdt eines Phénotypisierungsmalles ist einer der
wichtigsten Einflussfaktoren auf die statistische Power und somit auch auf den
benoétigten Stichprobenumfang zur rationalen Durchfithrung von Arzneimittelstudien.
Eine niedrige intraindividuelle Variabilitidt fiihrt zu einer geringeren Anzahl von
Studienteilnehmern, einem reduzierten Zeit- und Materialbedarf und dadurch zu
insgesamt geringeren Kosten flir z.B. Interaktions- oder Dosisoptimierungsstudien.
Besonders relevant ist eine niedrige intraindividuelle Variabilitdt fiir Cocktailstudien,
denn die Fallzahlschétzung fiir einen Phédnotypisierungscocktail beruht in der Regel auf
dem groften intraindividuellen Variationskoeffizienten aller Cocktailkomponenten, da
nur so eine ausreichende statistische Power fiir alle untersuchten CYPs erzielt werden

52
kann.
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Tabelle 35. Literaturvergleich der intraindividuellen Variationskoeffizienten verschiedener
Phanotypisierungsmale von CYP2C19 (OMEP-MR = Metabolische Ratio Omeprazol, S/IR =
Mephenytoin S/R-Ratio, 40HM = 40HM-Recovery)

Anzahl der Anzahl der
Dosis Studien- Studien- CV(intra)

Referenz MaR [mg] teilnehmer  perioden [%6] Art der Berechnung
_ o OMEP-
Christensen et al. MR? 20 24 2 25 “coefficient of variation”
. 210 OMEP_ h 18.5
Kim et al. b 30%/40 24 6 “median CV%” and range
MR 6.3-51.3
OMEP- «“ f variability aft
Balian e a2 : 20 S ; 58643 range of variability after
MR repeated determinations”
, - OMEP- 18.2 “mean coefficient of
Yin et al. MR® 40 27 3

4.5-377  Vvariation” and range

“mean of all individual

Tamminga et al.?’ S/RY 100 129 2 28
coefficients of variation”
6 40HM “median within-subject
Frye et al. . 100 14 3 7.4
recovery coefficient of variation”
o 40HM “median within-subject
Zhu et al. . 100 14 4 10.3
recovery coefficient of variation”
, ' AOHM o Intraindividueller
Diese Arbeit ¢ 50 40' (27) 2 7 (11) Variationskoeffizient
recovery
berechnet durch ANOVA

a: berechnet als Plasmaquotient Omeprazol/5-Hydroxyomeprazol 3 Stunden postdose

b: berechnet als Plasmaquotient Omeprazol/5-Hydroxyomeprazol 2 Stunden postdose

c: berechnet als Plasmaquotient AUC(Omeprazol)/ AUC(5-Hydroxyomeprazol) 12 Stunden postdose

d: berechnet als Konzentrationsquotient (S)-Mephenytoin/(R)-Mephenytoin im 8 h-Urin

e: berechnet als totale Recovery von 4’-Hydroxymephenytoin im 0-8 h-Urin

f: berechnet als molare Recovery von 4’-Hydroxymephenytoin im 0-12 h-Urin (Daten fiir 0-8 h-Sammelperiode in Klammern)

g: Korpergewicht 45-66 kg

h:Korpergewicht 67-90 kg

i: Tatsdchlich 42 anstatt 40 Probanden, da aber die Probanden C10 und D16 bereits and Studie B teilgenommen hatten, wurden die
Messergebnisse von Studie C und D von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.

j: Tatsdchlich 28 anstatt 27 Probanden, da aber Proband C10 bereits and Studie B teilgenommen hatte, wurden die Messergebnisse
von Studie C von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.

War die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete intraindividuelle Variabilitdt fiir die
»traditionelle® achtstiindige, kumulierte Urinsammlung mit 11% schon sehr gering,

wurden fiir die zwolf- bzw. sechzehnstiindige Urinsammlung sogar noch niedrigere

intraindividuelle Variationskoeffizienten gefunden (7% bzw. 6%). Wie bereits
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angedeutet, wirkt sich dieser Unterschied direkt auf die Schitzung des
Stichprobenumfangs aus. Wihrend fiir die achtstiindige Urinsammlung eine Fallzahl
von n=8 bestimmt wurde, so betrdgt die Fallzahl fiir das 0-12 h- bzw. 0-16 h-
Sammelintervall n=6 Probanden. Prinzipiell scheinen zwei Faktoren fiir eine parallel
mit der Sammeldauer wachsende Reproduzierbarkeit verantwortlich zu sein: Erstens,
die in Kapitel 4.3.4 ndher erlduterte geringere Anfalligkeit kumulierter Sammelperioden
gegeniiber Abweichungen vom Urinsammelprotokoll. Zweitens, das inverse Verhiltnis
von Sammeldauer und der Interferenz zwischen 4OHM-Auscheidung und MEP-
Liberation, -Absorption und -Distribution.

Vergleicht man die teilweise recht unterschiedlich berechneten intraindividuellen
Variationskoeffizienten der gebrduchlichsten CYP2C19-Phénotypisierungsmalle
(Tabelle 35), so fallt auf, dass die 4OHM-Recovery die bei weitem geringste
intraindividuelle Variabilitdt aufweist. Darliber hinaus besteht eine bemerkenswerte
Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und den Daten aus der
Literatur. Die tatsdchliche intraindividuelle Variabilitit der 4OHM-Recovery scheint
daher 5 bis 10% zu betragen.

Die {iberlegene Reproduzierbarkeit der 4OHM-Recovery scheint iiberwiegend
analytische Ursachen zu haben. Nach erfolgter Deglucuronidierung findet die
massenspektrometrische Detektion von 4OHM in Konzentrationsbereichen statt, die in
der Regel mehr als 200-fach iiber der unteren Quantifizierungsgrenze des Analyten
liegen. Dagegen befindet sich ein Grofteil der Urin- bzw. Plasmakonzentrationen von
S-MEP und OMEP nur knapp oberhalb, und ein nicht geringer Anteil sogar unterhalb
des LLOQ der jeweiligen, zumeist HPLC-basierten Messmethoden (siche oben). Es ist
daher sehr wahrscheinlich, dass sich die hohere analytische Variabilitit am LLOQ
direkt auf die Variabilitdt der S/R-Ratio bzw. des metabolischen Quotienten von OMEP
iibertragt.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen beweisen, dass die
prozentuale Wiederfindung von 40HM im Urin das geeignetste MEP-basierte
Phénotypisierungsmall fiir CYP2C19 darstellt und dariiber hinaus auch dem
mittlerweile hiufig eingesetzten OMEP insbesondere im Punkte der intraindividuellen
Variabilitit iiberlegen ist. Die systematische Evaluierung verschiedener fraktionierter
und kumulierter Sammelintervalle bildete die Grundlage fiir die Empfehlung, die
Deglucuronidierung von 4OHM unbedingt beizubehalten, den Urin dafiir aber in

Zukunft fur 12 anstatt fur 8 Stunden kumuliert zu sammeln. Durch ihre hohe
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Reproduzierbarkeit und Selektivitit eignet sich die 4OHM-Recovery insbesondere fiir
den Einsatz in (Cocktail-)Arzneistoff-Interaktionsstudien. Aufgrund der guten
Vertrédglichkeit einer Phénotypisierungsdosis von 50 mg MEP und der nicht-invasiven
Probensammlung, ist ein Einsatz — Compliance vorausgesetzt — aber auch im Rahmen

eines (ambulanten) Dosisindividualisierungsscreenings bei Patienten denkbar.

5.4 Das geeignetste Maf3 zur Phanotypisierung von CYP2B6

Der Vorschlag, MEP als duales Probesubstrat fiir CYP2C19 und CYP2B6 zu nutzen,
existiert, seitdem Heyn et al. im Jahre 1995 eine enge Korrelation (r2=O,91, p<0,001)
zwischen der S-Mephenytoin-N-Demethylase-Aktivitdt und der Deethylierung von 7-
Ethoxytriflouromethylcumarin (7EFC), der damals selektivsten Markersubstanz fiir
CYP2B6, entdeckten und zusitzlich die Entstehung von S-NIR durch den CYP2B-

Inhibitor Orphenadrin zu 51% hemmen konnten.'®

In den folgenden Jahren wurde die
tragende Rolle von CYP2B6 an der N-Demethlyierung von S-MEP durch weitere in
vitro-Studien verifiziert.”> °” '*" Untersuchungen von Enkins et al. ergaben eine
signifikante Korrelation zwischen der Aktivitit der S-Mephenytoin-N-Demethylase und
dem interindividuell stark schwankendem CYP2B6-Gehalt humaner Lebermikrosomen
(r*=0,81, p<0,001).”

Insgesamt betrachtet sind die Erkenntnisse zur Eignung von MEP als in vivo-
Phanotypisierungssubstrat flir CYP2B6 jedoch limitiert. Anlass hierfiir ist vor allem die
geringe Bedeutung, die CYP2B6 noch bis vor wenigen Jahren beigemessen wurde. Die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Praktikabilitit einer
CYP2B6-Phénotypisierung mit Hilfe der renalen Auscheidung von NIR sind die ersten
threr Art. In der bislang einzigen, publizierten Probandenstudie, in der MEP als
Markersubstanz zur in vivo-Phinotypisierung von CYP2B6 eingesetzt wurde, kam der
Plasma-AUC-Quotient von S-NIR/S-MEP zum Einsatz.""°

Des Weiteren ist die quantitative Beteiligung von CYP2C9 an der N-Demethylierung
von S-MEP noch nicht zufriedenstellend gekldrt und die Datenlage kontrdr. Auf der
einen Seite existieren Untersuchungen durch Heyn bzw. Enkins et al., welche weder die
Bildung von S-NIR durch cDNA-exprimiertes humanes CYP2C9,"”* noch eine
Korrelation zwischen der immunchemisch quantifizierten CYP2B6-Menge in humanen

Lebermikrosomen und dem Metabolismus der beiden CYP2CO9-Substrate TOL und

Diclofenac belegen konnten.”” Auf der anderen Seite konnten Ko et al. eine signifikante



- 111 -

Teilnahme von CYP2C9 an der N-Demethylierung von S-MEP nachweisen und die
Bildung von S-NIR bei S-MEP-Konzentrationen von weniger als 50 uM zu 60-70%
durch TOL hemmen. Diese Resultate veranlassten die Autoren, eine 30%-ige
Beteiligung von CYP2C9 an der N-Demethylierung von S-MEP fiir die nach
Verabreichung von 1000 mg MEP  vorherrschenden geringen S-MEP-

Plasmakonzentrationen (<15 pM)151

zu postulieren. Allerdings betonen die Autoren
auch, dass diese Prozentangabe nur den Charakter einer groben Schétzung trégt. Die
tatsdchlichen Substratkonzentrationen in der Leber konnten wesentlich hoher und die
Beteiligung von CYP2C9 dadurch deutlich niedriger sein.'”

Das Design der Studien A bis D war nicht dazu bestimmt, absolute Aussagen iiber
die Beteiligung von CYP2C9 an der Entstehung von S-NIR zu treffen. Zu diesem
Zweck hitte es vergleichender Studiendurchgénge mit und ohne TOL-Verabreichung
sowie der enantioselektiven Quantifizierung des entstehenden S-NIR bedurft. Dennoch
lasst die fehlende Korrelation (r*=0,0623, p=0,136) zwischen der 24 h-
Plasmakonzentration von TOL und der Recovery von NIR in 24 h kumuliert
gesammeltem Urin den Schluss zu, dass die Beteiligung der high affinity/low capacity
Komponente CYP2C9 in vivo selbst nach einer Dosis von nur 50 mg MEP — wenn
tiberhaupt vorhanden — nur sehr gering sein diirfte.

Es wurde bis dato noch nie untersucht, welches CYP fiir die N-Demethylierung von
R-MEP verantwortlich ist. Geht man davon aus, dass lediglich das S-Enantiomer durch
CYP2B6 (und eventuell CYP2C9) abgebaut wird, basieren die theoretischen
Uberlegungen fiir ein optimales Sammelintervall auf folgenden (Plasma-
pharmakokinetischen) Fakten (siehe auch Kapitel 1.5.1): Bei CYP2C19-poor
metabolizern weisen S- und R-MEP infolge abwesender (bzw. zu vernachlassigender)
4’-Hydroxylierung mit 63 h und 77 h vergleichbare Eliminationshalbwertzeiten auf. S-
und R-NIR akkumulieren iiber 4 bis 6 Tage und zeigen eine apparente Halbwertzeit von
146 h bzw. 200 h'” Bei CYP2CI19-extensive metabolizern betrigt die
Peakkonzentration (Cpax) von S-MEP aufgrund der dominierenden 4’-Hydroxylierung
nur etwa 25% der von R-MEP. Wéhrend sich das weitere Schicksal von R-NIR nicht
von dem von CYP2C19-poor metabolizern unterscheidet (Eliminationshalbwertzeit 76
h), erreicht S-NIR sein cmax schon wenige Stunden nach Verabreichung von MEP.
Bereits nach 3-5 Tagen ist S-NIR aufgrund seiner bevorzugten Biotransformation zu S-

152

40HN nicht mehr im Plasma detektierbar. >~ Diese Ergebnisse werden durch eine

andere Studie bestitigt, in deren Rahmen eine 46-fach grofere AUC,, sowie eine 45-
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fach geringere apparente orale Clearance (CL/F,p,) fiir R-NIR im Vergleich zu S-NIR
bei CYP2C19-extensive metabolizern nach Verabreichung von 200 mg MEP gefunden
werden konnte.''’

Auch wenn aus den angefiihrten Plasmadaten nicht direkt auf die jeweiligen
Ausscheidungsmengen geschlossen werden kann, lassen sich jedoch folgende
Zusammenhdnge fiir das Verhédltnis von S- und R-NIR im Urin von CYP2CI9-
extensive metabolizern extrapolieren: Zur Produktion von S-NIR steht a) nur ein
Bruchteil der fiir R-NIR vorhandenen Muttersubstanz zur Verfiigung. Zusitzlich wird
das entstehende S-NIR b) wesentlich schneller und quantitativer zu 4OHN
umgewandelt, so dass c¢) der relative Anteil des mit dem Urin ausgeschiedenen S-NIR
von Beginn an geringer als der des R-NIRs ist und iiberdies mit zunehmender
Sammelzeit immer weiter abnimmt. Die Folge ist ein stetig sinkender Einfluss von
CYP2B6 auf das insgesamt ausgeschiedene NIR. Es stellt sich daher die Frage, ob eine
nicht enantioselektive Messung der NIR-Urinkonzentration iiberhaupt dazu geeignet ist,
die Aktivitit von CYP2B6 zu bestimmen: Eine Kaschierung der S-NIR-Ausscheidung
durch die intraindividuelle Variabilitit der wesentlich groBeren R-NIR-Ausscheidung
ist unter genannten Umsténden sehr wahrscheinlich.

Ungeachtet aller theoretischen Einwdnde wurde eine deutlich erhdhte NIR-Recovery
bei einem homozygoten Triger des CYP2B6*4-Allels entdeckt. Diese Beobachtung
stimmt mit In  vitro-Versuchen iberein, in denen eine erhohte 7-
Ethoxytriflouromethylcumarin-O-Deethylase-Aktivitét fiir in COS-1-Zellen
exprimiertes CYP2B6*4 gefunden wurde.'”' AuBerdem konnten Kirchheiner et al. eine
1,66-fach erhohte Clearance fiir das selektive CYP2B6-Substrat Bupropion™ bei
CYP2B6*4-heterozygoten Individuen in einer Studie mit 21 ménnlichen Kaukasiern

192 Weiterhin wurde eine zumindest tendenzielle Reduktion der NIR-

nachweisen.
Recovery bei hetero- und homozygoten Trigern des Aminosiureaustausches Arg® Cys
(CYP2B6*1/*5, CYP2B6*5/*5 und CYP2B6*1/*7) im Vergleich zum Wildtyp
gefunden. Auch dieses Resultat deckt sich mit den Ergebnissen von in vitro-
Untersuchungen. So wurde eine 2,4- bzw. 8-fach verminderte CYP2B6-Expression
sowie eine 1,9 bzw. 2,2-mal niedrigere Aktivitit der S-MEP-N-Demethylase in den
Lebern hetero- bzw. homozygoter Triger der CYP2B6-Allele *5 und *7 ermittelt.”’ In
einer anderen Studie war die Anwesenheit des Arg**’Cys-Aminosiureaustausches mit

einer signifikant niedrigeren, ebenfalls per S-MEP-N-Demethylierung quantifizierten

CYP2B6-Aktivitit bei Kaukasierinnen verbunden.'®
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Obwohl die angefiihrten Ergebnisse zum Einfluss der CYP2B6-Genotyps auf die
prozentuale Recovery von NIR aufgrund der geringen Fallzahl von nur 22 eindeutig
genotypisierten Probanden keine statistisch valide Unterscheidung zulassen und zudem
eine relativ hohe intraindividuelle Variabilitdt der NIR-Recovery fiir das untersuchte 0-
24 h-Sammelintervall zu erwarten ist (siche unten), spiegelt die renale Ausscheidung
von NIR den CYP2B6-Genotyp mit einer Eindeutigkeit wieder, die vor dem
Hintergrund der zuvor gedufBerten Einwinde nicht zu erwarten war. Angesichts dieser
Beobachtung, sowie vergleichbarer pharmakokinetischer Daten fiir den Metabolismus
beider MEP-Enantiomere'*” und einer identischen Induzierung des Abbaus von S- und
R-Mephenytoin durch Artemisinin bei CYP2C19-poor metabolizern,''’ liegt die
Vermutung nahe, dass auch die N-Demethylierung von R-NIR zumindest in einem
gewissen Umfang durch CYP2B6 katalysiert wird.

Die intraindividuelle Variabilitdt der NIR-Recovery konnte lediglich anhand der
Messdaten von 12 Probanden (Studie C) bestimmt werden. Aus diesem Grund besitzt
die Fallzahlschdtzung nur bedingte Aussagekraft fiir die Planung zukiinftiger Studien.
Dennoch ist festzustellen, dass eine adidquate Reproduzierbarkeit analog zur 4OHM-
Recovery lediglich nach kumulierter Urinsammlung erzielt wurde. Im Gegensatz zur
intraindividuellen Variabilitdit der CYP2C19-Aktivitit werden allerdings wesentlich
lingere Urinssammelintervalle von mindestens 0-36 h bendtigt, um zufriedenstellende
intraindividuelle Variationskoeffizienten von weniger als 25% bzw. einen
Stichprobenumfang von n=24 Probanden zu erhalten.

Einen weiteren entscheidenden Nachteil stellt die extrem geringe renale Clearance
von NIR dar. Die beobachtete Verschleppung von NIR in die Predoseproben von Studie
C, also trotz 28-tdgiger Wartezeit zwischen den beiden Studiendurchgédngen, 148t eine
mindestens 6-wochige Auswaschphase notwendig erscheinen.

Neben der ungewissen Datenlage zur Beteiligung von CYP2C9 an der Bildung von
S-NIR und der der unklaren Rolle von CYP2B6 bei der N-Demethylierung von R-NIR,
stehen einer Anwendung von MEP als Phinotypisierungssubstrat fiir CYP2B6 demnach
auch praktische Nachteile gegeniiber. Ist eine 36-stiindige kumulierte Urinsammlung
trotz eines erhdhten Zeit- und Personalbedarf noch praktikabel, so scheint eine
CYP2B6-Phinotypisierung mittels MEP aufgrund der hohen bendtigten Fallzahlen und
der langen erforderlichen Auswaschphase wenig empfehlenswert.

Eine vielversprechende Alternative scheint Bupropion zu sein. Dessen

Hydroxylierung scheint auBerordentlich selektiv durch CYP2B6 vermittelt zu werden”



-114 -

und in ersten Probandenstudien konnte der inhibitorische Effekt verschiedener
Pharmaka auf die mittels Bupropion gemessene Aktivitit von CYP2B6 ermittelt
werden.''"" ''* Allerdings steht auch hier bisher eine lange Probennahmezeit — es wird
die Plasma-AUC von Bupropion und seinem Hydroxymetabolit bis 72 h nach
Appliktion der Muttersubstanz bestimmt — einer schnellen und praktikablen
Phinotypisierung entgegen. Einfacher zu bestimmende Ersatzparameter, wie etwa ein

metabolischer Quotient wurden bislang noch nicht validiert.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die ausgeprigte Variabilitit der individuellen Arzneistoffantwort ist zu einem
erheblichen Anteil Folge der hochvariablen Aktivitit arzneistoffmetabolisierender
Cytochrom  P450-Enzyme  (CYPs).  Die  Phénotypisierung, d.h.  die
Aktivitatsbestimmung dieser Enzyme unter Beriicksichtigung genetischer und exogener
Faktoren in vivo, kann wertvolle Informationen fir wissenschaftliche und klinische
Anwendungen liefern. Ein wichtiger Grund, weshalb sich die Phénotypisierung trotz
jahrzehntelanger Foschung im klinischen Alltag bis dato nicht etablieren konnte, ist die
mangelnde Optimierung und Validierung zahlreicher Phénotypisierungsassays.

Mephenytoin (MEP) wird seit liber 20 Jahren standardmafig zur Phénotypisierung
von CYP2C19 eingesetzt. Die Entstehung von 4’-Hydroxymephenytoin (4OHM) erfolgt
selektiv durch CYP2C19, weshalb die renale 4OHM-Ausscheidung die individuelle
Enzymaktivitit reflektiert. Das geeignetste Phénotypisierungsmall fiir die 4OHM-
Wiederfindung hinsichtlich optimaler Urinsammeldauer, kumulierter oder fraktionierter
Sammlung und einer Probenaufarbeitung mit oder ohne B-Glucuronidase wurde jedoch
bisher nie umfassend evaluiert. Das Hauptziel dieser Dissertation war daher die
systematische Validierung des geeignetsten Urinsammelintervalls fiir die selektive und
reproduzierbare Aktivititsbestimmung von CYP2C19 in vivo. AuBlerdem wurde
untersucht, ob sich die renale Wiederfindung von Nirvanol (NIR), ein weiterer
Metabolit des MEPs, der in vitro durch CYP2B6 gebildet wird, fiir die in vivo-
Phénotypisierung von CYP2B6 eignet.

Zu diesem Zweck wurden insgesamt 52 Probanden in vier Cocktailphéno-
typisierungsstudien u.a. mit 50 mg MEP phénotypisiert und ihr Urin in verschiedenen
Intervallen bis zu 166 h postdose gesammelt. Zur Quantifizierung von MEP, NIR und
40HM im Urin wurde eine robuste LC-MS/MS-Messmethode entwickelt und nach
internationalen Richtlinien validiert. Um die Messdaten zu verifizieren, wurde ein
Grofiteil der Probanden zusitzlich auf die hiufigsten Mutationen der CYP2C19-,
CYP2B6- und CYP2C9-Gene untersucht.

Die eindeutigsten Unterschiede zwischen den einzelnen CYP2C19-Genotypen, sowie
die geringste intraindividuelle Variabilitdt (7% und weniger) ergaben sich fiir die
kumulierte zwolf- bis sechzehnstiindige Ausscheidung von 4OHM, kombiniert mit einer

B-Glucuronidasevorbehandlung des Urins. Die renale Eliminierung von NIR wies
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Halbwertzeiten von mehreren Wochen auf und war — mit Ausnahme einer 2,3-fach
hoheren Ausscheidungsrate bei einem einzelnen Probanden mit CYP2B6*4/*4-Genotyp
— identisch fiir alle anderen untersuchten Genotypen. Dariliber hinaus variierte sie
intraindividuell ~ wesentlich  stirker (>28% nach  12-stiindiger kumulierter
Urinsammlung) als fiir 4OHM.

Die kumulierte renale Ausscheidung von deglucuronidiertem 4OHM bis 12 h nach
Verabreichung von 50 mg MEP ist ein empfindliches und reproduzierbares
Phinotypisierungsmall fiir CYP2C19, bei dessen Anwendung in zukiinftigen
Interaktionsstudien die geringe Fallzahl von 6 Probanden ausreicht, um den potentiellen
inhibitorischen bzw. induktiven Effekt eines Arzneistoffes auf CYP2C19 zu erfassen.
Waihrend die prozentuale Wiederfindung von NIR im Urin die Aktivitit von CYP2B6 in
vivo widerzuspiegeln scheint, stellt sie aufgrund der langsamen Eliminierung und der
hohen intraindividuellen Variabilitit kein optimales Phinotypisierungsmal fiir CYP2B6

dar.

Im Gegensatz zu CYP2C19 und CYP2B6 wurden die Phinotypisierungsmalle fiir
CYP1A2 und CYP2C9 bereits in der Vergangenheit validiert. Die Ermittlung des
CYPI1A2-Phénotyps erfolgt iiber den Quotienten der Plasmakonzentrationen von
Paraxanthin (PAX) und Coffein (COF) 6 h nach Verabreichung von COF. Zur
Aktivitatsbestimmung von CYP2C9 hat sich die 24 h-Plasmakonzentration von
Tolbutamid (TOL) etabliert.

Zur routinemafBigen CYP1A2- bzw. CYP2C9-Phinotypisierung von Probanden aus
Cocktailphdnotypisierungsstudien wurde eine LC-MS/MS-Methode zur simultanen
Bestimmung von COF, PAX und TOL entwickelt und nach internationalen Richtlinien
validiert. Im Vergleich zu publizierten Methoden wurde ein besonderes Augenmerk auf
die Selektivitidt der Methode gelegt, so dass eine analytische Interferenz zwischen PAX

und Theophyllin, einem weiteren Metaboliten des Coffeins, vermieden werden konnte.
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7 SUMMARY

The pronounced variability of individual drug response is caused to a considerable
extent by the highly variable activity of drug metabolizing Cytochrome P450 enzymes
(CYPs). Phenotyping, i.e. the determination of enzyme activity with respect to genetic
and exogenous factors in vivo, can deliver valuable information for scientific and
clinical applications. Despite already two decades of research, the lacking optimization
and validation of numerous phenotyping metrics is an important reason why
phenotyping is not yet established in clinical practice.

Mephenytoin (MEP) is a standard phenotyping agent for CYP2C19. Formation of 4’-
hydroxymephenytoin (4OHM) is selectively mediated by CYP2C19, and urinary
excretion of 4OHM reflects individual enzyme activity. However, the best urinary
metric with respect to duration of collection period, cumulative vs. fractioned collection
and glucuronidase pretreatment remains to be defined. Moreover, it is not clarified yet,
whether CYP2B6 mediated N-demethylation of MEP to nirvanol (NIR) and thus urinary
excretion of NIR represents an appropriate metric to determine CYP2B6 activity.

In four clinical studies, 50 mg of mephenytoin was administered orally to 52 healthy
young men as part of several phenotyping cocktails. Urine was collected in different
intervals up to 166 hours postdose. A robust LC-MS/MS assay was developed and
validated according to international guidelines to quantify the urinary excretion of
racemic MEP, 4OHM and NIR in urine. To verify the measured data most study
participants were genotyped for frequent mutations of the CYP2C19, CYP2B6 and
CYP2C9 genes.

Cumulative excretion of 4OHM in urine collected up to 12-16 hours combined with
B-glucuronidase treatment showed the greatest difference between CYP2C19 genotypes
and had the lowest intraindividual coefficient of variation (7 % and lower). Renal
elimination of NIR had a half live of several weeks and was similar for all CYP2B6
genotypes tested except a 2.3-fold higher excretion rate for a *4/*4 individual compared
to wild-type individuals. Moreover urinary excretion of NIR showed a much higher
intraindividual variability (>28% after cumulative collection for 12 h) compared to
40HM.

Cumulative urinary excretion of 4’-hydroxymephenytoin 0-12 hours after

adminstration of 50 mg MEP is a convenient, sensitive and reproducible metric of
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CYP2C19 activity, allowing a small sample size of n=6 volunteers to assess a potential
effect of a drug on CYP2C19 in cross-over studies. While nirvanol excretion may
reflect CYP2B6 activity in vivo, it is not optimal for CYP2B6 phenotyping because of

the slow elimination and a high intrasubject variability.

Contrary to CYP2C19 and CYP2B6 the phenotyping metrics for CYP1A2 and CYP2C9
have already been validated in the past. The CYP1A2 phenotype is determined by the
ratio of the paraxanthine (PAX) and caffeine (CAF) plasma concentrations 6 h after oral
administration of caffeine. The CYP2C9 phenotpye can be specified by the 24 h
concentration of tolbutamide (TOL) in plasma.

A LC-MS/MS assay for the simultaneous quantification of CAF, PAX and TOL in
plasma was developed and validated according to international guidelines for the
routine phenotyping of CYP1A2 and CYP2C9. Compared to published assays, a special
attention was put on the selectivity of the method. An analytical interference between

PAX and theophylline, an other metabolite of CAF, could be avoided this way.
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Tabelle 82.

Tabelle 83.

Tabelle 84.

Tabelle 85.

Tabelle 86.

Tabelle 87.

Proband C04. Mephenytoin-Dosis:
238946 NIMOL ...ttt e
Proband C05. Mephenytoin-Dosis:
211684 NIMOL ..o e
Proband C06. Mephenytoin-Dosis:
190149 NMOL ... e
Proband CO7. Mephenytoin-Dosis:
248568 NIMOL ... e e
Proband C08. Mephenytoin-Dosis:
238488 MO ...t e
Proband C09. Mephenytoin-Dosis:
260939 NIMOL ..onviiiiiieieeee e
Proband C10. Mephenytoin-Dosis:
250401 NMOL ...t
Proband C11. Mephenytoin-Dosis:
222680 NIMOL ..ottt e e
Proband C12. Mephenytoin-Dosis:
234264 MO ...t e
Proband D0O1. Mephenytoin-Dosis:
265292 NIMOL ..ot e
Proband D02. Mephenytoin-Dosis:
249485 MO ...t
Proband D03. Mephenytoin-Dosis:
204811 NIMOL ..ottt e
Proband D04. Mephenytoin-Dosis:
211455 NMOL ..ttt
Proband D05. Mephenytoin-Dosis:
254296 NIMOL ...t e
Proband D06. Mephenytoin-Dosis:
2288606 NIMOL ...ttt
Proband D07. Mephenytoin-Dosis:
219931 NIMOL ..o
Proband D08. Mephenytoin-Dosis:
245361 MO ...t

Periode 1:

218099 nmol / Periode 2:
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Tabelle 88. Proband D09. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 221535 nmol / Periode 2:

237801 NIMOL ..ottt na s 183
Tabelle 89. Proband D10. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 216953 nmol / Periode 2:
241924 NMOL ..o e 184
Tabelle 90.  Proband D11. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 219931 nmol / Periode 2:
243528 NMOL ..ottt enaas 184
Tabelle 91.  Proband D12. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 210767 nmol / Periode 2:
250859 NIMOL ..contieniiieeeeeee e s 184
Tabelle 92.  Proband D13. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 221993 nmol / Periode 2:
231615 NMOL .o 185
Tabelle 93.  Proband D14. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 238717 nmol / Periode 2:
212829 NMOL .. 185
Tabelle 94.  Proband D15. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 249255 nmol / Periode 2:
205040 NIMOL ....vieiiieiieieieee ettt enaas 185

Tabelle 95.  Proband D16. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 227033 nmol / Periode 2:
229095 NIMOL ...ttt 186
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12 ANHANG

12.1  Demographische Daten, Randomisierung und Genotypen der

Probanden

Tabelle 36. Studie A: Demographische Daten und Genotypen der Studienteilnehmer

CYP-Genotyp

ID [\']Aalrtl?’Z] GroRRe [cm] Gewicht [kg] 2B6 2C9 2C19

A0l 25 190 76.9 *1/*6 *1/*3 *1/*%1

A02 33 178 83.6 *1/*5 *1/*1 *1/*1

A03 27 177 84.6 *1/*1 *1/*2 *1/%2

A04 25 185 87.9 *1/*6 *1/*3 *1/*1

A05 36 199 98.4 *1/*7 *1/*3 *1/*1

A06 31 185 81.1 *1/*6 *1/*%1 *1/%2

A07 34 180 87.0 *1/*1 *1/*%1 *1/%2

A08 31 182 74.6 *1/%2 *1/*1 *1/%2

A09 27 185 73.5 *4/*4 *1/*2 *1/*1

A10 40 190 97.7 *1/*6 *1/*2 *1/*2
Mittelwert 31 185 85
Std.-Abweichung 5.0 6.6 8.7
Minimum 25 177 74
Maximum 40 199 98
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Tabelle 37. Studie B: Demographische Daten, Randomisierung und Genotypen der

Studienteilnenmer

Alter  GroBe  Gewicht CYP-Genotyp

ID [Jahre] [cm] [ka] Randomisierung 2B6 2C9 2C19
BO1 42 188 84.3 Test/Referenz *5/*5 171 *1/%1
B02 27 171 65.0 Referenz/Test *1/*1 *17%1 *1/%1
B03 34 189 77.2 Referenz/Test *1/*1 171 *1/%1
B04 24 183 77.6 Referenz/Test *1/%2 171 *1/%1
BO5 27 176 68.5 Referenz/Test *1/%6 171 ] /%1
B06 24 181 85.5 Test/Referenz - *17%2 *1/%]
B07 27 173 73.6 Test/Referenz *17*7 ¥2/*2 #1/%1
B08 23 180 70.5 Test/Referenz - *1/%2 #1/%]
B09 27 190 89.9 Referenz/Test *5/*5 *1/%2 *1/%1
B10 38 185 80.1 Referenz/Test *1/%6 11 #1/%]
Bl1 34 195 101.0 Referenz/Test 11 171 1 /%2
BI12 34 174 65.0 Test/Referenz 171 ] /%2
BI3 31 189 83.3 Referenz/Test - *17%1 *1/%2
Bl4 25 180 79.2 Test/Referenz *6/*6 171 *2/%2
BI5 23 175 68.5 Test/Referenz *1/%6 171 *1/%1
B16 29 188 86.3 Test/Referenz *1/%6 *17%2 *1/%]
Mittelwert 29 182 78
Std.-Abw. 5.7 72 9.9
Minimum 23 171 71
Maximum 42 195 101

a: CYP2B6-Genotyp nicht eindeutig zuzuordnen
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Tabelle 38. Studie C: Demographische Daten, Randomisierung und Genotypen der

Studienteilnehmer

Alter  GroRe  Gewicht CYP-Genotyp

ID [Jahre] [cm] [ka] Randomisierung 2B6 2C9 2C19
Co1 30 165 60 Referenz/Test - *1/%1 *1/%2
C02 31 173 73 Test/Referenz - *1/%2 *1/*1
Co3 49 172 84 Test/Referenz - *2/%2 *1/*1
Co04 44 172 61 Referenz/Test - *1/*1 *1/*1
Co5 36 179 64 Referenz/Test - *1/*1 *1/%2
C06 34 190 95 Test/Referenz - *1/*1 *1/%2
Co7 24 198 93 Referenz/Test - *1/*1 *1/%2
C08 33 188 103 Test/Referenz - *1/%1 *1/%1
C09 47 174 76 Test/Referenz - *1/*1 *1/*1
C10 36 195 101 Test/Referenz - *1/*1 *1/%*2
Cl11 40 180 84 Referenz/Test - *1/*1 *1/*1
C12 32 181 71 Referenz/Test - *1/*1 *1/*1
Mittelwert 36 181 80
Std.-Abw. 7.4 10.2 15.2
Minimum 24 172 60
Maximum 49 198 103

a: CYP2B6-Genotyp nicht bestimmt
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Tabelle 39. Studie D: Demographische Daten und Randomisierung der Studienteilnehmer

CYP-Genotyp®

Alter GroBe  Gewicht
ID [Jahre] [cm] [ka] Randomisierung 2B6 2C9 2C19

D01 25 178 80.4 Referenz/Test - - -
D02 24 173 71.0 Test/Referenz - - -
D03 37 178 66.3 Referenz/Test - - -
D04 27 185 92.0 Test/Referenz - - -
D05 21 190 79.0 Referenz/Test - - -
D06 29 176 76.0 Test/Referenz - - -
D07 31 185 83.5 Test/Referenz - - -
D08 26 182 83.2 Referenz/Test - - -
D09 25 184 77.5 Referenz/Test } - -
D10 26 184 69.1 Test/Referenz - - -
D11 33 194 91.4 Referenz/Test - - -
D12 43 177 71.1 Test/Referenz
D13 29 179 78.7 Test/Referenz B - -
D14 30 187 89.0 Referenz/Test - - -
D15 22 176 74.4 Test/Referenz B - B
D16 29 189 99.3 Referenz/Test B - B

Mittelwert 29 182 80

Std.-Abw. 5.6 59 9.2

Minimum 21 173 66

Maximum 43 194 99

a: keine Genotypsisierung vorhanden
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12.2  Statistische Untersuchungsergebnisse zur Selektivitat (4OHM)

Tabelle 40. Auflistung aller kumulierten und fraktionierten Urinsammelintervalle zur
Untersuchung des Einflusses des CYP2C19-Genotyps auf die 4OHM-Recovery. Alle

Ergebnisse nach erfolgter Deglucoronidierung.

40HM-Recovery [%0]

Sammel- Anzahl

intervall Studie Probanden *1/*1 *1/*2 *2/*2 p-Wert
0-2h A/B 26 3,1£2,1 2,6+2,0 0,02 0,199
0-4h A/B/C 37 14,1+£5,7 12,9+5,0 0,06 0,189
0-6h A/B 26 20,6+3,8 17,1£3 .4 0,10 0,029*
0-8h A/B/C 37° 26,3+3,8 23,344,6 0,15 0,040*
0-12 h A/B/C 37° 29,7£3,7 26,9442 0,24 0,048%*
0-16 h B 16 31,8+3,0 25,6+£2,6 0,32 0,025%
0-24 h A/B 26 31,9+43,7 27,9433 0,49 0,023*
2-4h A/B 26 9,2+3,2 8,1x1,7 0,03 0,134
2-6 h A/B 26 17,5+3,7 14,7+1,8 0,08 0,055
2-8h A/B 26 21,8+4,0 18,8+1,8 0,12 0,036%*
2-12h A/B 26 25,6442 22,620 0,21 0,109
2-16 h B 16 28,7+4,1 24,5423 0,30 0,088
2-24h A/B 26 28,8+4,3 254425 0,46 0,055
4-6 h A/B 26 8,9+4,7 6,6+1,2 0,05 0,150
4-8 h A/B/C 37° 12,2453 10,4+1,7 0,09 0,226
4-12h A/B/C 37 12,8482 10,6+5,9 0,18 0,226
4-16 h B 16 20,0+6,4 17,3£2,3 0,27 0,061
4-24h A/B 26 20,2+6,0 17,3+2,8 0,43 0,167
6-8 h A/B 26 43£1,6 4,1£0,9 0,04 0,220
6-12h A/B 26 8,142,5 7.9+1,4 0,13 0,248
6-16 h B 16 10,0+3,3 10,6+2,1 0,22 0,257
6-24 h A/B 26 11,3£3,1 10,7+2,1 0,38 0,236
8-12h A/B/C 37° 3,7£1,2 3,8+0,7 0,09 0,225
8-16 h B 16 5,4+1,7 6,1£2,3 0,18 0,212
8-24h A/B 26 7,0£1,9 6,6+1,7 0,34 0,206
12-16 h B 16 1,5+0,5 2,742,5 0,09 0,265
12-24 h A/B 26 3,6£1,8 2,7+0,4 0,25 0,465
16-24 h B 16 1,5+0,5 1,3+0,4 0,16 0.170

a:  Die tatsdchliche Gesamtzahl der Teilnehmer an den Studien A, B und C betrug 38. Da Proband C10 bereits an Studie B

teilgenommen hatte, wurde seine Untersuchungsergebnisse aus Studie C von der Auswertung ausgeschlossen.



- 147 -

Tabelle 41. Auflistung aller kumulierten und fraktionierten Urinsammelintervalle zur
Untersuchung des Einflusses des CYP2C19-Genotyps auf die 4OHM-Recovery. Alle

Ergebnisse ohne Deglucuronidierung.

40HM-Recovery [%]

Sammel- Anzahl
intervall Studie Probanden *1/*1 *1/*2 *2/*%2 p-Wert
0-2h A/B 26 0,113+0,079 0,084+0,052 0 0,187
0-4 h A/B 26 0,307+0,159 0,303+0,079 0 0,246
0-6 h A/B 26 0,475+0,204 0,426+0,115 0 0,240
0-8 h A/B 26 0,540+0,207 0,487+0,133 0 0,255
0-12h A/B 26 0,590+0,220 0,541+0,163 0 0,220
0-16 h B 16 0,602+0,229 0,694+0,197 0 0,170
0-24 h A/B 26 0,626+0,220 0,581+0,175 0 0,199
2-4h A/B 26 0,207+0,103 0,219+0,060 0 0,249
2-6 h A/B 26 0,363+0,163 0,342+0,106 0 0,240
2-8 h A/B 26 0,428+0,171 0,403+0,129 0 0,248
2-12h A/B 26 0,478+0,185 0,457+0,159 0 0,243
2-16 h B 16 0,501+0,203 0,619+0,170 0 0,126
2-24h A/B 26 0,514+0,186 0,497+0,169 0 0,236
4-6 h A/B 26 0,168+0,169 0,123+0,059 0 0,183
4-8 h A/B 26 0,233+0,183 0,184+0,085 0 0,183
4-12h A/B 26 0,283+0,195 0,238+0,120 0 0,206
4-16 h B 16 0,320+0,228 0,384+0,115 0 0,088
4-24 h A/B 26 0,319+0,194 0,278+0,131 0 0,213
6-8 h A/B 26 0,065+0,032 0,061+0,028 0 0,206
6-12h A/B 26 0,115+0,053 0,115+0,065 0 0,236
6-16 h B 16 0,130+0,063 0,198+0,082 0 0,106
6-24 h A/B 26 0,151+0,060 0,155+0,081 0 0,240
8-12h A/B 26 0,050+0,025 0,054+0,037 0 0,248
8-16 h B 16 0,066+0,031 0,108+0,063 0 0,106
8-24h A/B 26 0,086+0,037 0,094+0,057 0 0,249
12-16 h B 16 0,016+0,009 0,026+0,030 0 0,302
12-24 h A/B 26 0,039+0,027 0,038+0,018 0 0,465
16-24 h B 16 0,017+0,010  0,025+0,017 0 0,248




- 148 -

12.3 Studie A: Urinkonzentrationen von MEP, NIR und 4O0HM

Tabelle 42. Proband A01. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol

4’-Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 294 0 0 0 0 0 0
0-2 1 700 146 2268 15,8 15,8 454 57,2
2-4 1 306 648 15404 53,1 62,3 168 179
4-6 1 344 250 8076 55,6 54,9 175 151
6-8 1 157 292 10433 153 134 149 131
8-12 1 326 169 4768 157 163 80,9 130
12-24 1 553 37,1 3338 258 253 109 101
Tabelle 43. Proband A02. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol
4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 99,0 0 0 0 0 0 0
0-2 1 380 44,4 908 0 0 15,9 15,9
2-4 1 195 449 15174 15,8 15,8 90,8 111
4-6 1 118 641 36517 67,6 76,9 157 178
6-8 1 332 111 7133 38,9 434 125 128
8-12 1 345 85,3 6694 82,1 94,6 134 122
12-24 1 512 96.9 7093 152 152 111 131
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Tabelle 44. Proband A03. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [0] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 266 0 0 0 0 0 0
0-2 1 380 29,2 1098 0 0 15,9 15,9
2-4 1 344 232 9544 15,8 15,8 108 125
4-6 1 92,2 424 42945 32,8 49,1 110 146
6-8 1 310 105 10005 58,1 58,3 137 155
8-12 1 184 105 12320 96,4 79,8 108 109
12-24 1 512 36,9 3156 132 150 101 101
Tabelle 45. Proband A04. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol
4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 144 0 0 0 0 0 0
0-2 1 596 245 7117 0 15,8 88,2 79,5
2-4 1 414 243 10939 15,8 33,1 131 127
4-6 1 377 218 8121 42,8 37,7 134 131
6-8 1 359 91,7 6110 45,8 48,1 123 123
8-12 1 509 41,0 4592 70,7 85,5 99.9 109
12-24 1 490 32,4 2708 141 153 89,9 88,8




- 150 -

Tabelle 46. Proband A05. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [0] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 222 0 0 0 0 0 0
0-2 1 361 89,0 2530 15,8 15,8 15,9 15,9
2-4 1 312 181 14208 34,0 34,4 107 117
4-6 1 195 49,6 16281 59,2 459 102 109
6-8 1 365 146 5658 454 55,3 107 112
8-12 1 532 31,1 2883 66,6 65,9 78,6 97,7
12-24 1 637 214 2387 113 149 71,6 77,8
Tabelle 47. Proband A06. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol
4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 449 0 0 0 0 0 0
0-2 1 498 146 6538 15,8 15,8 48,4 51,7
2-4 1 327 417 16915 35,6 34,8 192 193
4-6 1 245 254 16476 57,2 53,5 186 189
6-8 1 256 91,7 7118 60,9 66,2 146 154
8-12 1 269 54,4 7093 102 112 131 147
12-24 1 367 40,7 4211 189 194 123 127
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Tabelle 48. Proband AO07. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [0] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 559 0 0 0 0 0 0
0-2 1 490 169 5484 15,8 0 80,9 81,2
2-4 1 697 122 6719 34,4 15,8 141 126
4-6 1 449 86,6 7183 46,6 45,7 139 129
6-8 1 96,8 136 16995 144 142 96,3 98,5
8-12 1 245 51,3 7265 151 151 80,7 86,2
12-24 1 400 35,5 3848 181 190 70,0 79,4
Tabelle 49. Proband A08. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol
4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 93,4 0 0 0 0 0 0
0-2 1 143 201 6456 15,8 0 15,9 43,0
2-4 1 385 414 13749 38,5 15,8 212 213
4-6 1 270 195 14145 55,1 58,7 153 136
6-8 1 207 126 10817 117 128 151 158
8-12 1 351 46,3 5036 113 121 113 113
12-24 1 431 40,6 2665 219 220 87,8 79,8
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Tabelle 50. Proband A09. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [0] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 74,1 0 0 0 0 0 0
0-2 1 210 377 8191 31,9 15,8 0 0
2-4 1 379 429 14468 101 93,8 0 0
4-6 1 428 129 8022 110 127 15,8 15,8
6-8 1 207 88,5 8460 206 194 37,9 38,2
8-12 1 207 67,5 8154 376 383 48,0 46,7
12-24 1 466 25,5 2918 486 524 55,2 60,8
Tabelle 51. Proband A10. Mephenytoin-Dosis: 229095 nmol
4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 336 0 0 0 0 0 0
0-2 1 509 89,3 2520 0 0 458 40,3
2-4 1 433 227 10434 0 0 141 148
4-6 1 233 160 9736 15,8 15,8 123 128
6-8 1 95,8 227 18160 37,9 38,2 99,8 114
8-12 1 214 104 6748 48,0 46,7 104 96,4
12-24 1 611 61,7 2157 55,2 60,8 96,6 90,0
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12.4 Studie B: Urinkonzentrationen von MEP, NIR und 40HM

Tabelle 52. Proband BO1. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 243798 nmol / Periode 2: 218240 nmol

4”-Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [0] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 514 0 0 0 0 0 0
0-2 1 1007 48,6 1497 0 0 15,9 15,9
2-4 1 307 152 7875 0 0 84,9 89,4
4-6 1 279 163 10064 15,8 15,8 103 97,8
6-8 1 249 151 9799 354 36,6 99,1 112
8-12 1 1554 57,0 4084 40,2 43,1 112 117
12-16 1 794 30,6 2192 55,5 61,0 117 117
126-24 1 600 35,7 2263 117 112 115 108
Predose 2 726 0 25,7 119 110 0 0
0-2 2 346 100 2872 103 93,0 56,4 54,6
2-4 2 546 144 7143 98,5 102 101 110
4-6 2 360 150 8810 119 117 117 113
6-8 2 411 163 9462 141 126 116 124
8-12 2 1165 46,9 3318 110 116 114 117
12-16 2 691 23,5 1634 118 106 108 113
16-24 2 701 10,7 1360 155 159 106 111
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Tabelle 53. Proband B02. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 243632 nmol / Periode 2: 238594 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 472 0 0 0 0 0 0
0-2 1 93,1 431 13192 15,8 15,8 36,9 49,5
2-4 1 134 1293 45894 64,5 49,0 205 209
4-6 1 268 307 19760 62,5 49,0 220 220
6-8 1 316 146 9112 75,1 72,0 199 209
8-12 1 511 68,4 4895 98,4 88,5 193 193
12-16 1 658 20,0 1649 112 110 168 164
126-24 1 107 61,7 5624 301 287 140 138
Predose 2 162 0 0 253 243 0 0
0-2 2 97,1 354 9374 268 245 38,5 40,1
2-4 2 341 225 7077 132 136 97,5 102
4-6 2 586 236 8266 117 118 190 182
6-8 2 217 376 19267 254 225 200 208
8-12 2 676 124 5796 177 164 175 173
12-16 2 581 36,7 2848 202 210 170 175
16-24 2 586 10,7 2032 251 224 156 147
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Tabelle 54. Proband B03. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 210952 nmol / Periode 2: 232588 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 276 0 0 0 0 0 0
0-2 1 74,2 262 13464 15,8 15,8 15,9 15,9
2-4 1 131 116 40600 54,3 57,7 147 117
4-6 1 401 161 14616 51,6 47,1 119 123
6-8 1 804 31,7 2983 34,9 40,0 106 114
8-12 1 1387 10,7 1211 45,7 41,6 102 105
12-16 1 1391 0 454 51,5 45,9 90,0 82,1
126-24 1 1195 0 709 83,5 83,5 87,9 87,1
Predose 2 888 0 0 52,5 48,1 0 0
0-2 2 650 115 6100 38,9 38,1 37,5 33,8
2-4 2 594 605 13943 40,4 46,9 95,3 119
4-6 2 524 58,6 6400 65,8 71,8 131 128
6-8 2 835 10,7 2097 58,2 51,7 124 117
8-12 2 3258 0 395 49,0 37,6 118 78,5
12-16 2 636 0 703 98,0 93,7 99,6 91,8
16-24 2 410 0 2182 184 202 90,8 91,1
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Tabelle 55. Proband B04. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 242105 nmol / Periode 2: 224700 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 196 0 0 0 0 0 0
0-2 1 256 30,7 894 0 0 15,9 15,9
2-4 1 495 306 10756 15,8 15,8 106 105
4-6 1 292 392 24733 42,7 36,0 157 160
6-8 1 246 167 14370 52,9 50,5 145 151
8-12 1 701 37,4 3623 54,8 43,8 125 135
12-16 1 562 10,7 1868 70,9 73,4 130 130
126-24 1 241 31,2 3880 123 124 97,3 114
Predose 2 323 0 82,2 136 134 0 0
0-2 2 703 10,7 415 52,0 52,8 15,9 15,9
2-4 2 452 236 10842 78,9 73,7 114 131
4-6 2 577 206 11424 89,6 87,7 144 143
6-8 2 591 73,4 5567 85,1 76,4 140 139
8-12 2 1173 27,3 1873 91,2 89,4 129 138
12-16 2 341 10,7 2761 147 162 115 114
16-24 2 382 10,7 2259 177 178 110 111
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Tabelle 56. Proband B05. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 214953 nmol / Periode 2: 231918 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 422 0 0 0 0 0 0
0-2 1 113 1162 31688 15,8 31,5 96,4 104
2-4 1 227 646 26360 68,2 55,6 204 205
4-6 1 313 157 11734 57,9 56,6 177 174
6-8 1 96,7 14,0 1870 68,6 79,0 136 158
8-12 1 469 44,5 3584 76,4 76,3 153 167
12-16 1 203 10,7 1604 146 160 127 127
126-24 1 1211 10,7 625 108 107 120 117
Predose 2 506 0 0 132 131 0 0
0-2 2 375 392 12888 133 130 134 135
2-4 2 456 232 15528 117 134 200 207
4-6 2 474 93.9 8042 117 119 176 189
6-8 2 112 144 15083 311 280 162 159
8-12 2 571 23,9 2905 200 213 143 157
12-16 2 456 10,7 1657 248 241 135 139
16-24 2 363 10,7 1454 317 304 118 130
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Tabelle 57. Proband B06. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 232606 nmol / Periode 2: 226950 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 260 0 0 0 0 0 0
0-2 1 141 276 8936 0 15,8 32,9 41,5
2-4 1 120 566 36972 15,8 35,7 127 156
4-6 1 240 241 16725 30,3 344 133 150
6-8 1 369 89,2 7387 29,0 324 122 131
8-12 1 662 73,6 4807 43,7 44,1 117 129
12-16 1 360 42,8 3391 67,6 54,1 112 109
126-24 1 823 10,7 1376 66,0 67,5 98,1 99,6
Predose 2 507 0 106 271 265 0 0
0-2 2 66,4 1133 42065 385 379 99,5 139
2-4 2 78,9 1246 62316 330 301 165 227
4-6 2 71,1 813 46123 330 360 146 167
6-8 2 120 269 19212 366 370 140 159
8-12 2 336 86,9 5665 350 351 126 134
12-16 2 517 24,5 1298 198 190 115 116
16-24 2 826 23,5 1336 264 273 114 110
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Tabelle 58. Proband BO7. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 224905 nmol / Periode 2: 246563 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 373 0 0 0 0 0 0
0-2 1 466 216 7598 0 0 83,9 87,2
2-4 1 489 179 12065 15,8 15,8 145 162
4-6 1 282 123 10349 40,8 44,0 139 153
6-8 1 340 67,2 7066 38,4 443 131 148
8-12 1 401 442 4300 67,0 61,7 127 131
12-16 1 417 10,7 1791 67,1 74,3 118 125
126-24 1 356 10,7 1596 117 116 111 124
Predose 2 312 0 46,3 217 212 0 0
0-2 2 187 183 6723 214 205 15,9 15,9
2-4 2 kein Urin - - - - - -
4-6 2 250 610 55345 243 274 174 206
6-8 2 246 134 13434 175 187 153 174
8-12 2 304 444 6042 245 257 142 154
12-16 2 123 42,8 5933 303 335 131 146
16-24 2 314 24,9 2710 347 363 117 133
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Tabelle 59. Proband B08. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 236405 nmol / Periode 2: 210508 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 442 0 0 0 0 0 0
0-2 1 kein Urin - - - - - -
2-4 1 kein Urin - - - - - -
4-6 1 73,2 816 29635 34,9 41,3 146 188
6-8 1 869 313 11182 314 38,4 145 172
8-12 1 1163 57,4 2029 46,7 39,6 153 146
12-16 1 715 22,1 1076 67,0 63,0 149 139
126-24 1 454 28,1 2041 116 153 117 128
Predose 2 787 0 38,6 243 231 0 0
0-2 2 119 604 12566 241 252 57,5 76,2
2-4 2 13,8 1184 31545 277 249 232 183
4-6 2 561 696 12780 220 194 172 189
6-8 2 305 181 7926 249 274 152 165
8-12 2 320 126 6270 336 387 130 138
12-16 2 900 10,7 971 174 179 128 126
16-24 2 257 10,7 867 254 277 115 117
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Tabelle 60. Proband B09. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 222684 nmol / Periode 2: 215619 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 360 0 0 0 0 0 0
0-2 1 341 123 5257 0 15,8 15,9 15,9
2-4 1 166 489 21902 15,8 41,5 85,6 134
4-6 1 293 203 11031 42,8 43,9 95,2 114
6-8 1 246 158 10168 58,3 64,7 100 119
8-12 1 292 71,7 5079 83,2 80,3 73,0 97,5
12-16 1 234 39,8 3176 83,7 106 79,9 98,3
126-24 1 190 73,7 3239 150 187 71,5 86,9
Predose 2 403 0 37,0 239 215 0 0
0-2 2 437 177 5016 138 159 55,8 67,2
2-4 2 460 155 7330 88,5 127 82,0 135
4-6 2 338 188 8361 160 147 116 127
6-8 2 kein Urin - - - - - -
8-12 2 370 111 5600 212 231 97,3 110
12-16 2 167 87,7 4063 295 314 86,1 96,8
16-24 2 274 56,5 2233 323 383 80,7 88,1
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Tabelle 61. Proband B10. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 212109 nmol / Periode 2: 221875 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 719 0 0 0 0 0 0
0-2 1 568 33,0 1174 15,8 15,8 15,9 15,9
2-4 1 415 304 17739 43,2 34,7 160 166
4-6 1 402 102 8303 51,0 38,9 132 143
6-8 1 90,7 108 15092 63,7 60,4 101 126
8-12 1 581 233 1848 67,3 70,4 95,7 106
12-16 1 289 22,5 1927 105 115 88,0 96,8
126-24 1 256 44,3 3073 157 203 63,2 83,4
Predose 2 1186 0 0 63,2 57,2 0 0
0-2 2 944 117 3775 50,5 494 47,9 52,2
2-4 2 347 241 16324 112 116 135 162
4-6 2 351 109 9329 105 94,9 130 145
6-8 2 205 63,3 5690 124 122 111 121
8-12 2 808 10,7 1609 115 129 113 113
12-16 2 188 32,8 2960 261 262 94,3 111
16-24 2 334 38,2 1968 291 279 91,3 83,4
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Tabelle 62. Proband B11. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 245858 nmol / Periode 2: 235169 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 298 0 0 0 0 0 0
0-2 1 77,3 504 13294 15,8 15,8 15,9 35,3
2-4 1 119 809 42600 47,7 46,0 125 144
4-6 1 197 392 16362 62,8 64,5 130 120
6-8 1 586 65,7 5069 32,6 29,3 113 124
8-12 1 1093 29,9 2155 54,3 50,6 116 123
12-16 1 260 10,7 1948 100 104 107 106
126-24 1 250 28,7 2687 186 184 91,7 88,6
Predose 2 339 0 0 261 265 0 0
0-2 2 207 285 10261 272 305 52,3 56,0
2-4 2 181 257 18909 310 313 103 120
4-6 2 196 145 12859 317 298 99,7 107
6-8 2 308 83,3 7058 249 264 117 124
8-12 2 398 56,3 5634 350 324 106 104
12-16 2 365 249 2806 333 368 103 107
16-24 2 461 10,7 1674 325 279 99,4 78,0
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Tabelle 63. Proband B12. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 232183 nmol / Periode 2: 241094 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 kein Urin - - - - - -
0-2 1 650 15,9 15,9 0 15,8 15,9 15,9
2-4 1 kein Urin - - - - - -
4-6 1 660 204 210 74,3 77,3 204 210
6-8 1 kein Urin - - - - - -
8-12 1 1305 167 192 99,4 106 167 192
12-16 1 439 158 159 199 191 158 159
126-24 1 384 139 138 313 304 139 138
Predose 2 443 0 33,0 275 256 0 33,0
0-2 2 239 15,9 15,9 362 381 15,9 15,9
2-4 2 605 213 207 225 214 213 207
4-6 2 340 237 251 407 402 237 251
6-8 2 332 207 212 335 314 207 212
8-12 2 394 188 178 572 639 188 178
12-16 2 kein Urin - - - - - -
16-24 2 203 134 143 874 800 134 143
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Tabelle 64. Proband B13. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 224926 nmol / Periode 2: 216199 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 508 0 0 0 0 0 0
0-2 1 257 270 4517 0 15,8 78,0 105
2-4 1 454 311 7699 15,8 32,3 161 172
4-6 1 480 224 7042 334 27,8 136 144
6-8 1 147 389 17636 90,6 91,0 123 144
8-12 1 765 91,8 3504 46,7 54,6 103 116
12-16 1 447 55,4 2962 78,1 97,0 98.4 101
126-24 1 274 85,3 4282 129 135 96.9 95,3
Predose 2 381 0 43,3 326 307 0 0
0-2 2 352 153 2028 244 242 74,1 79,2
2-4 2 541 299 6675 173 182 227 229
4-6 2 450 256 8265 218 242 190 189
6-8 2 246 101 8722 111 235 68,7 147
8-12 2 692 101 3320 217 214 125 121
12-16 2 459 87,8 5144 400 415 92,6 96,7
16-24 2 276 66,6 3163 265 294 106 116
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Tabelle 65. Proband B14. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 240015 nmol / Periode 2: 226818 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose | 436 0 0 0 0 0 0
0-2 1 464 0 10,7 0 15,8 63,2 65,9
2-4 1 296 0 75,2 15,8 33,1 320 343
4-6 1 299 0 80,0 42,2 36,1 294 268
6-8 1 75,3 0 300 108 114 252 245
8-12 1 626 0 66,8 81,3 91,7 246 256
12-16 1 411 0 91,6 106 107 244 221
126-24 1 kein Urin - - - - - -
Predose 2 350 0 27,6 582 628 0 32,1
0-2 2 296 0 10,7 443 449 76,0 76,5
2-4 2 276 0 65,3 452 477 275 281
4-6 2 294 0 82,7 360 483 235 310
6-8 2 79,4 0 278 823 799 255 250
8-12 2 761 0 65,0 410 464 240 274
12-16 2 634 0 71,4 430 455 220 251
16-24 2 194 0 443 876 848 223 222
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Tabelle 66. Proband B15. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 216824 nmol / Periode 2: 229778 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 60,7 0 0 0 0 0 0
0-2 1 615 74,8 933 0 0 349 37,8
2-4 1 661 242 7785 15,8 15,8 163 178
4-6 1 605 154 8364 34,6 37,2 184 176
6-8 1 187 138 9422 79,2 77,3 155 155
8-12 1 591 66,3 4759 97,7 95,9 135 144
12-16 1 792 10,7 1253 92,6 90,5 147 138
126-24 1 561 10,7 1242 141 144 123 107
Predose 2 585 0 0 154 159 0 0
0-2 2 593 170 3324 114 114 49,0 62,4
2-4 2 517 357 14068 151 144 227 227
4-6 2 559 142 7375 159 144 191 191
6-8 2 114 216 18234 306 281 155 171
8-12 2 484 40,9 2891 243 213 158 145
12-16 2 478 22,9 1847 247 271 131 132
16-24 2 248 25,1 2680 398 408 124 111
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Tabelle 67. Proband B16. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 245914 nmol / Periode 2: 228529 nmol

4" -Hydroxymephenytoin Nirvanol Mephenytoin
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall Studien- Uringewicht unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert unbehandelt deglucuronidiert
[h] periode [d] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 581 0 0 0 0 0 0
0-2 1 609 10,7 604 0 0 15,9 15,9
2-4 1 614 197 7667 15,8 0 126 122
4-6 1 513 154 10046 31,7 0 157 167
6-8 1 883 52,2 3694 242 15,8 136 128
8-12 1 1177 32,6 2771 41,2 47,7 124 134
12-16 1 796 10,7 1811 52,0 57,8 114 121
126-24 1 342 39.9 3556 149 157 116 114
Predose 2 468 0 0 133 131 0 0
0-2 2 715 81,5 3031 62,7 62,3 44,2 38,3
2-4 2 505 171 10045 89,6 91,8 127 117
4-6 2 324 157 12000 140 134 123 137
6-8 2 444 61,6 5604 128 113 129 135
8-12 2 862 29,7 2833 110 117 121 126
12-16 2 203 64,3 5591 723 645 142 152
16-24 2 418 30,4 2783 192 201 103 103
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12.5 Studie C. Urinkonzentrationen von MEP, NIR und 40HM

Tabelle 68. Proband C0O1. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 247881 nmol / Periode 2: 215349 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 488 0 0 0
0-4 1 534 19804 46,8 197
4-8 1 1216 5702 40,7 238
8-12 1 1078 1664 86,0 219
12-16 1 465 - 140 180
16-24 1 855 - 158 167
24-36 1 1164 - 231 169
36-48 1 1450 - 280 150
86-94 1 931 - 214 86,9
158-166 1 1146 - 197 40,3
Predose 2 1020 0 0 0
0-4 2 868 13164 53,8 265
4-8 2 1620 2731 33,4 184
8-12 2 857 1445 86,3 173
12-16 2 417 - 150 151
16-24 2 740 - 172 153
24-36 2 1728 - 143 122
36-48 2 721 - 270 108
86-94 2 232 - 431 66,2
158-166 2 865 - 182 15,9
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Tabelle 69. Proband C02. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 246964 nmol / Periode 2: 223826 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 488 0 0 0
0-4 1 839 13590 38,3 197
4-8 1 746 7183 60,5 153
8-12 1 324 4243 127 129
12-16 1 229 - 170 119
16-24 1 405 - 146 104
24-36 1 1088 - 209 103
36-48 1 886 - 215 95,1
86-94 1 749 - 298 68,6
158-166 1 446 - 249 15,9
Predose 2 244 0 32,6 0
0-4 2 840 12416 51,7 149
4-8 2 721 6129 65,7 136
8-12 2 444 2647 121 115
12-16 2 295 - 143 98,1
16-24 2 211 - 153 90,8
24-36 2 1257 - 205 94,4
36-48 2 443 - 313 72,6
86-94 2 458 - 275 52,3
158-166 2 326 - 346 15,9
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Tabelle 70. Proband C03. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 246227 nmol / Periode 2: 214433 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 424 0 0 0
0-4 1 679 16156 32,5 171
4-8 1 593 8415 51,5 154
8-12 1 246 6121 131 130
12-16 1 276 - 132 119
16-24 1 318 - 168 101
24-36 1 539 - 232 89,0
36-48 1 432 - 287 88,5
86-94 1 1402 - 157 70,0
158-166 1 1118 - 168 40,8
Predose 2 585 0 0 0
0-4 2 1059 10468 50,0 155
4-8 2 1741 2581 32,0 126
8-12 2 417 2344 113 104
12-16 2 236 - 161 90,8
16-24 2 590 - 122 86,1
24-36 2 667 - 200 74,8
36-48 2 581 - 273 80,6
86-94 2 321 - 323 56,7
158-166 2 151 - 424 32,9
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Tabelle 71. Proband C04. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 218099 nmol / Periode 2: 238946 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 639 0 0 0
0-4 1 463 21670 56,9 219
4-8 1 260 13968 97,8 182
8-12 1 149 8042 136 147
12-16 1 161 - 141 126
16-24 1 337 - 163 113
24-36 1 608 - 184 92,1
36-48 1 364 - 201 81,3
86-94 1 263 - 403 54,4
158-166 1 263 - 407 15,9
Predose 2 523 0 95,1 0
0-4 2 557 20309 115 243
4-8 2 684 6298 205 411
8-12 2 149 8568 467 320
12-16 2 219 - 563 301
16-24 2 535 - 239 132
24-36 2 718 - 274 120
36-48 2 209 - 326 91,8
86-94 2 239 - 603 73,2
158-166 2 202 - 484 15,9
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Tabelle 72. Proband C05. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 255441 nmol / Periode 2: 211684 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 390 0 0 0
0-4 1 317 45969 148 255
4-8 1 287 17327 202 229
8-12 1 354 4387 254 207
12-16 1 239 - 354 186
16-24 1 304 - 525 168
24-36 1 655 - 488 132
36-48 1 431 - 544 99,8
86-94 1 646 - 581 77,7
158-166 1 397 - 724 34,1
Predose 2 359 0 57,9 0
0-4 2 617 12483 123 260
4-8 2 837 5428 97,4 204
8-12 2 183 2246 243 176
12-16 2 219 - 334 153
16-24 2 745 - 226 142
24-36 2 779 - 437 113
36-48 2 630 - 381 105
86-94 2 606 - 459 70,3
158-166 2 615 - 529 41,0
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Tabelle 73. Proband C06. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 270103 nmol / Periode 2: 190149 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 739 0 0 0
0-4 1 419 22696 40,5 169
4-8 1 927 7176 41,3 169
8-12 1 582 3490 78,0 145
12-16 1 278 - 99,9 123
16-24 1 734 - 97,6 113
24-36 1 790 - 173 98,7
36-48 1 627 - 221 94,0
86-94 1 454 - 412 78,6
158-166 1 245 - 358 38,1
Predose 2 520 0 80,6 0
0-4 2 662 9552 99,5 159
4-8 2 830 5449 83,2 110
8-12 2 516 2822 130 97,2
12-16 2 274 - 147 72,6
16-24 2 294 - 168 80,0
24-36 2 1200 - 180 66,1
36-48 2 1117 - 171 73,1
86-94 2 315 - 384 44,0
158-166 2 352 - 253 34,4
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Tabelle 74. Proband CO7. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 211684 nmol / Periode 2: 248568 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 674 0 0 0
0-4 1 807 7873 15,8 137
4-8 1 730 5916 45,0 126
8-12 1 529 2686 69,1 113
12-16 1 476 - 97,6 102
16-24 1 727 - 97,2 100
24-36 1 1572 - 141 90,3
36-48 1 1604 - 125 77,9
86-94 1 1795 - 172 58,1
158-166 1 248 - 359 15,9
Predose 2 444 0 0 0
0-4 2 1523 7575 39,8 157
4-8 2 1058 5123 56,8 154
8-12 2 482 3582 113 128
12-16 2 987 - 80,9 121
16-24 2 381 - 157 105
24-36 2 1669 - 190 103
36-48 2 1379 - 141 89,9
86-94 2 350 - 325 54,7
158-166 2 1339 - 170 15,9
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Tabelle 75. Proband C08. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 224742 nmol / Periode 2: 238488 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 632 0 0 0
0-4 1 631 20680 34,8 148
4-8 1 280 9863 46,3 98,5
8-12 1 256 6504 116 70,9
12-16 1 278 - 138 70,0
16-24 1 356 - 155 56,3
24-36 1 520 - 210 56,2
36-48 1 518 - 237 48,0
86-94 1 874 - 210 32,1
158-166 1 308 - 234 15,9
Predose 2 146 0 42,9 0
0-4 2 378 35004 90,6 139
4-8 2 586 7421 81,9 109
8-12 2 203 7520 195 85,6
12-16 2 275 - 197 77,4
16-24 2 379 - 194 71,1
24-36 2 382 - 353 59,2
36-48 2 636 - 295 58,2
86-94 2 211 - 422 15,9
158-166 2 1648 - 196 15,9
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Tabelle 76. Proband C09. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 207789 nmol / Periode 2: 260939 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 861 0 0 0
0-4 1 557 16687 59,2 130
4-8 1 459 9507 70,0 134
8-12 1 427 3774 132 109
12-16 1 685 - 119 97,2
16-24 1 942 - 180 92,3
24-36 1 785 - 337 74,6
36-48 1 1090 - 298 63,8
86-94 1 1163 - 281 33,8
158-166 1 1239 - 287 15,9
Predose 2 1066 0 0 0
0-4 2 474 24882 86,3 194
4-8 2 740 7419 79,7 156
8-12 2 354 5098 153 137
12-16 2 207 - 228 115
16-24 2 1001 - 202 114
24-36 2 865 - 320 89,7
36-48 2 1130 - 268 74,8
86-94 2 1183 - 407 40,7
158-166 2 1195 - 375 15,9
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Tabelle 77. Proband C10. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 212829 nmol / Periode 2: 250401 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 627 0 0 0
0-4 1 571 18722 74,6 168
4-8 1 464 8918 50,6 117
8-12 1 253 5859 114 98,0
12-16 1 205 - 154 84,5
16-24 1 306 - 168 74,1
24-36 1 649 - 210 66,8
36-48 1 661 - 226 62,8
86-94 1 416 - 551 41,1
158-166 1 284 - 436 15,9
Predose 2 550 0 46,6 0
0-4 2 756 15571 15,8 127
4-8 2 1626 2929 46,6 122
8-12 2 564 2849 138 128
12-16 2 220 - 233 89,6
16-24 2 321 - 268 93,2
24-36 2 527 - 402 82,2
36-48 2 595 - 379 65,9
86-94 2 337 - 628 40,9
158-166 2 245 - 771 15,9
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Tabelle 78. Proband C11. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 245590 nmol / Periode 2: 222680 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 595 0 0 0
0-4 1 282 23710 71,2 178
4-8 1 605 17832 71,2 154
8-12 1 685 2978 113 119
12-16 1 258 - 170 96,4
16-24 1 619 - 148 93,4
24-36 1 989 - 225 86,9
36-48 1 501 - 310 78,7
86-94 1 291 - 471 51,5
158-166 1 246 - 422 15,9
Predose 2 220 0 73,1 0
0-4 2 1253 10221 77,3 139
4-8 2 466 7009 113 115
8-12 2 274 6445 217 97,2
12-16 2 193 - 213 88,9
16-24 2 278 - 228 74,8
24-36 2 963 - 296 76,7
36-48 2 374 - 362 68,6
86-94 2 265 - 418 44,0
158-166 2 239 - 387 15,9
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Tabelle 79. Proband C12. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 236197 nmol / Periode 2: 234264 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 831 0 0 0
0-4 1 508 23502 48,2 182
4-8 1 957 4860 433 168
8-12 1 395 4553 114 144
12-16 1 257 - 138 131
16-24 1 806 - 132 117
24-36 1 953 - 182 101
36-48 1 409 - 174 86,1
86-94 1 671 - 170 36,3
158-166 1 490 - 277 15,9
Predose 2 621 0 33,6 0
0-4 2 798 12844 54,7 159
4-8 2 759 7011 66,5 166
8-12 2 334 5164 124 143
12-16 2 325 - 179 117
16-24 2 378 - 161 108
24-36 2 705 - 213 101
36-48 2 997 - 219 77,4
86-94 2 678 - 307 37,9
158-166 2 408 - 252 15,9
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12.6 Studie D. Urinkonzentrationen von MEP, NIR und 40HM

Tabelle 80. Proband DO1. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 206186 nmol / Periode 2: 265292 nmol

40HM NIR MEP

Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt

[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 391 55,8% 219%* 0

0-6 1 896 13657 182 164

6-12 1 594 2580 169 97,4
Predose 2 400 42.6 163 0

0-6 2 1419 9659 113 150

6-12 2 216 16334 206 136

*  Verschleppung in Predose-Probe, da Proband D02 die erste Studienperiode aufgrund eines Fehlers bei der Cocktailapplikation im
Anschluss an die zweite Studienperiode wiederholen musste.

Tabelle 81. Proband D02. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 261168 nmol / Periode 2: 249485 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 290 65,2% 266* 0
0-6 1 803 19371 288 188
6-12 1 512 6290 371 150
Predose 2 370 152 268 0
0-6 2 923 16384 230 184
6-12 2 489 6457 267 137

*  Verschleppung in Predose-Probe, da Proband D02 die erste Studienperiode aufgrund eines Fehlers bei der Cocktailapplikation im
Anschluss an die zweite Studienperiode wiederholen musste.

Tabelle 82. Proband D03. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 253150 nmol / Periode 2: 204811 nmol

40HM NIR MEP

Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt

[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 730 0 0 0

0-6 1 1281 11525 46,8 196

6-12 1 414 9373 176 188
Predose 2 289 0 52,1 0

0-6 2 1347 8515 67,0 186

6-12 2 402 7034 173 129
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Tabelle 83. Proband D04. Mephenytoin-Dosis: Periode 1:

248568 nmol / Periode 2: 211455 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 424 0 0 0
0-6 | 1456 9740 49,3 183
6-12 1 744 2948 71,1 128
Predose 2 229 56,2 198 0
0-6 2 1157 9574 152 155
6-12 2 893 3941 206 115

Tabelle 84. Proband D05. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 207102 nmol / Periode 2: 254296 nmol

40HM NIR MEP

Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt

[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 281 0 0 0

0-6 1 279 37653 74,2 138

6-12 | 1337 2007 423 121
Predose 2 311 38,8 192 0

0-6 2 324 34580 224 196

6-12 2 1083 5136 176 153

Tabelle 85. Proband D06. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 232532 nmol / Periode 2: 228866 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall  Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 585 0 0 0
0-6 | 1805 7362 38,6 153
6-12 1 745 3030 85,8 126
Predose 2 249 0 112 0
0-6 2 737 16938 123 174
6-12 2 871 2929 110 124
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Tabelle 86. Proband DO7. Mephenytoin-Dosis: Periode 1:

241924 nmol / Periode 2: 219931 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 422 0 0 0
0-6 1 1625 4370 28,8 231
6-12 1 509 9713 97,9 174
Predose 2 857 28,5 219 0
0-6 2 1673 5219 155 198
6-12 2 425 10239 288 149

Tabelle 87. Proband D08. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 215120 nmol / Periode 2: 245361 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 320 0 0 0
0-6 1 380 28767 58,0 167
6-12 | 518 5797 91,0 133
Predose 2 275 105 143 0
0-6 2 280 41431 300 227
6-12 2 227 11131 234 145

Tabelle 88. Proband D09. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 221535 nmol / Periode 2: 237801 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall  Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 159 0 0 0
0-6 1 1102 11028 55,8 174
6-12 1 141 5544 155 123
Predose 2 744 323 202 0
0-6 2 814 16248 147 149
6-12 2 275 12462 341 172
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Tabelle 89. Proband D10. Mephenytoin-Dosis: Periode 1:

216953 nmol / Periode 2: 241924 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 453 0 0 0
0-6 1 1172 8739 43,1 198
6-12 1 222 7095 160 157
Predose 2 184 27,9 215 0
0-6 2 1072 8271 155 184
6-12 2 793 5718 289 187

Tabelle 90. Proband D11. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 219931 nmol / Periode 2: 243528 nmol

40HM NIR MEP

Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt

[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 558 0 0 0

0-6 1 302 27088 112 160

6-12 1 695 7310 159 119
Predose 2 532 34,0 487 0

0-6 2 283 39227 568 219

6-12 2 782 4981 373 130

Tabelle 91. Proband D12. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 210767 nmol / Periode 2: 250859 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall  Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 162 0 0 0
0-6 1 2000 6605 36,3 238
6-12 1 420 2956 96,4 156
Predose 2 166 23,7 217 0
0-6 2 1229 10250 217 294
6-12 2 574 6395 368 199
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Tabelle 92. Proband D13. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 221993 nmol / Periode 2: 231615 nmol

40HM NIR MEP

Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt

[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 445 0 0 0

0-6 1 1777 6931 30,7 130

6-12 1 533 3347 77,1 131
Predose 2 209 334 144 0

0-6 2 977 14200 183 217

6-12 2 1039 1532 165 148

Tabelle 93. Proband D14. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 238717 nmol / Periode 2: 212829 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 476 0 0 0
0-6 1 977 13877 57,7 196
6-12 | 892 3242 68,1 135
Predose 2 971 50,6 308 0
0-6 2 1446 8832 251 208
6-12 2 872 4138 225 107

Tabelle 94. Proband D15. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 249255 nmol / Periode 2: 205040 nmol

40HM NIR MEP
Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall  Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt
[h] periode [9] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 182 0 0 0
0-6 1 1064 10338 63,4 227
6-12 1 757 10664 214 141
Predose 2 95,4 44,4 288 0
0-6 2 278 37446 389 178
6-12 2 398 8561 497 162
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Tabelle 95. Proband D16. Mephenytoin-Dosis: Periode 1: 227033 nmol / Periode 2: 229095 nmol

40HM NIR MEP

Sammel- Urinkonz. Urinkonz. Urinkonz.
intervall ~ Studien- Uringewicht deglucuronidiert unbehandelt unbehandelt

[h] periode [a] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Predose 1 152 0 0 0

0-6 | 524 21439 50,1 102

6-12 1 629 12935 117 102
Predose 2 293 76,1 315 0

0-6 2 439 28453 282 122

6-12 2 164 16142 426 117
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