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Einleitung

1 Einleitung

Die moderne Arzneimitteltherapie tragt maRgeblich zu unserer hohen Lebensqualitat und
fortwahrend steigenden Lebenserwartung bei (Lichtenberg 2009). Sie sollte daher so
optimal wie mdglich eingesetzt werden; das bedeutet grétmdglicher Nutzen und
(maximal) wenig Risiko. Da jedes Arzneimittel nicht nur erwinschte, sondern auch
unerwunschte Wirkungen zeigt, bleibt die Einnahme eines Arzneimittels immer mit einem
Gesundheitsrisiko verbunden. Durch die stetig grofder werdende Anzahl von verordneten
Arzneistoffen in den letzten Jahrzehnten wachst dieses Risiko. So wird in den USA
zunehmend Uber Krankenhausaufnahmen und sogar Todesfélle durch unerwinschte
Wirkungen berichtet (Lazarou et al. 1998). Dabei soll die Anzahl an Todesfallen die Hohe
an Verkehrstoten erreichen. Systematische Untersuchungen fiir Deutschland liegen nicht
vor. Es gibt jedoch keine Hinweise, dass zwischen den entwickelten Industrielandern bei
unerwunschten Arzneimittelereignissen gravierende landesspezifische Unterschiede
existieren. Es besteht daher grolles offentliches Interesse, unnétige Risiken bei
Arzneimittelverordnungen zu erkennen und Strategien zu entwickeln, diese gezielt zu
vermeiden. Mittlerweile gibt es in den USA, Kanada, GroRbritannien und der
Bundesrepublik Initiativen und Aktionsplane offentlicher Behoérden, um die Sicherheit im
Umgang mit Arzneimitteltherapien zu erhéhen (Quality Interagency Coordination Task
Force, The Institute for Safe Medication Practices Canada March 2008). In Deutschland
werden diese Strategien unter dem Titel ,Verbesserung der Arzneimitteltherapie-
sicherheit” geflihrt (Bundesministerium fir Gesundheit 29.November 2007).

Dem Apotheker kommt im Zuge der Arzneimitteltherapiesicherheit besonders in der
Selbstmedikation eine hohe Verantwortung zu, weil er der Einzige am Therapieprozess
Beteiligte ist, der Informationen Uber die gesamte Medikation des Patienten erhalt. In-
zwischen werden ca. 45% aller abgegebenen Arzneimittelpackungen fir die Selbstme-
dikation abgegeben (Gesundheitsberichtserstattung des Bundes 2007). Diese Zahl nimmt
weiter zu (Gesundheitsberichtserstattung des Bundes et al. 2009). Gerade hier kommt es
vor, dass unerwlnschte Wirkungen nicht systematisch erfasst sind. Die Therapie kann
daher fir den Sicherheitsaspekt nicht in Ganze abgeschatzt werden.

Ein wichtiges Arzneimittel in der Selbstmedikation ist der Hustenstiller Dextromethorphan
mit einer taglichen Verordnungshaufigkeit von 0,1 Mio. definierten Tagesdosen (DDD)
(Schwabe 2008). Aufgrund seiner zentralnervosen unerwinschten Wirkungen wird er
gerade von Jugendlichen missbrauchlich eingesetzt (R6hm et al. 2007). Aber auch bei
bestimmungsgemaflem Gebrauch kénnen laut Fachinformation Ubelkeit, Benommenheit
bis zu Halluzinationen auftreten. Auf Grund dieser Nebenwirkungen wird von einer
Teilnahme am Stral’enverkehr nach seiner Einnahme abgeraten. Da er zusatzlich tUber
einen Stoffwechselweg abgebaut wird, der bei ca. 10% der Kaukasier nicht aktiv ist, bleibt
bisher die Frage offen, wie stark diese Stoffwechselgruppe von unerwinschten
Wirkungen betroffen ist und ob diese Symptome schon nach der blichen Einzel- bzw. der
doppelten Dosis auftreten. Ist dies der Fall, ware aus
Arzneimitteltherapiesicherheitsaspekten zu diskutieren, ob diese Personengruppe
Uberhaupt Dextromethorphan erhalten sollte.




1.1 Dextromethorphan in der Selbstmedikation

Dextromethorphan ist chemisch gesehen ein synthetisches Opioid. Es ist eine
enantiomerenreine Verbindung. Seit 1954 wird Dextromethorphan als hustenstillendes
Mittel gegen trockenen Husten und Reizhusten eingesetzt, denn es dampft den
Hustenreflex durch Erhéhung der zentralen Reizschwelle. In seinem Wirkmechanismus
unterscheidet sich Dextromethorphan deutlich von anderen therapeutisch genutzten
Opioiden, denn in therapeutischen Konzentrationen bindet Dextromethorphan nicht an
einen  Opioidrezeptor, sondern  wirkt antagonistisch am  NMDA-Rezeptor.
Dextromethorphan besitzt einen pharmakologisch aktiven Metaboliten, das Dextrorphan.
Beide wirken als Agonisten im zentralen Nervensystem unter anderem an Sigma- und der
PCP2 Untereineheit des NMDA-Rezeptors (Dopamin-Wiederaufnahme). Die Wirkung tritt
in der Regel nach 15 Minuten ein und halt drei bis sechs Stunden an.

Dextromethorphan ist zugelassen fur Erwachsene und Kinder ab 12 Jahren. Empfohlen
wird eine Dosierung von 30 mg alle sechs Stunden. Die Hochstdosis von 120 mg pro Tag
soll nicht Uberschritten werden. In der Fachinformation sind haufige (1-9%) und sehr
seltene (weniger als 0,01%0) unerwiinschte Wirkungen fur Dextromethorphan angegeben.
Als haufige werden Miidigkeit, Schwindelgefiihl, Ubelkeit und Erbrechen, als sehr seltene
Benommenheit und Halluzinationen angegeben. In der Fachinformation wird weiterhin
daraufhingewiesen, dass im Fall einer Uberdosierung folgende Symptome auftreten
koénnen: Verstarkung der unerwiinschten Wirkungen, insbesondere der zentralen Effekte
sowie Auftreten einer Atemdepression, einer Tachykardie, eines Blutdruckanstiegs,
verschwommenen Sehens, eines Nystagmus, von Ataxie, Krampfanfallen, Erregbarkeit,
Halluzinationen und von Psychosen. Nach Einnahme von Dextromethorphan sollen keine
Maschinen bedient werden, da die auftretende Midigkeit das Reaktionsvermdgen
einschranken kénnte. Auch die aktive Teilnahme am StralRenverkehr kann beeintrachtigt
sein (Fachinformation Hustenstiller Ratiopharm®, April 2007).

Fur die Aspekte der Arzneimitteltherapiesicherheit in der Selbstmedikation ist bei
Dextromethorphan von besonderer Relevanz, dass dieser Hustenstiller nahezu
ausschlieBlich Uber das arzneistoffverstoffwechselnde Enzym Cytochrom P450 2D6
(CYP2D6) abgebaut wird und es daflir unter Kaukasiern mehrere Personengruppen gibt,
die ihn auf Grund langsamerer Enzymaktivitat unterschiedlich schnell metabolisieren. In
Abhangigkeit der Schnelligkeit des Abbaus kann es zu mehr oder weniger starken
unerwunschten Wirkungen kommen. Bei Personen mit dem Metabolisierungsstatus PM
(slangsam) wurden nach Dextromethorphan-Gabe sowie bei EM (=normal) nach
Dextromethorphan mit CYP2D6-Inhibitor-Gabe erhéhte Plasmaspiegel gemessen (Capon
et al. 1996, Abdul Manap et al. 1999). Des Weiteren gibt es Untersuchungen zu
pharmakodynamischen Unterschieden bei CYP2D6-Genotypen nach Dextromethorphan-
Einnahme. Diese wurden bislang jedoch hauptsachlich auf die hustenstillende Wirkung
untersucht (Abdul Manap et al. 1999). Bei Gabe einer 4-fachen Einmaldosis von
Dextromethorphan zeigten sich insbesondere bei den PM unerwiinschte Wirkungen im
Rahmen einer Kohortenstudie (Funck-Brentano et al. 2005). Es ist aber nicht klar, ob
diese unerwlinschten Wirkungen schon unter der empfohlenen Einfach- oder Doppeldosis
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auftreten. Wenn das der Fall ware, ware auch wichtig zu wissen, wie die unerwunschten
Wirkungen vom Patienten wahrgenommen werden, ob sie subjektiv seine
Alltagstauglichkeit beeinflussen und insbesondere naturlich, ob ihre Aufmerksamkeit und
die Reaktionsfahigkeit beeintrachtigt sind. Hierzu liegt bislang keine prospektive Arbeit
vor, die aufgrund der Subjektivitdt der Symptome auch Plazebo-kontrolliert durchgefiihrt
sein muss.

Missbrauchspotential von Dextromethorphan

Die Potenz von Dextromethorphan, auf das menschliche zentrale Nervensystem zu
wirken, wird insbesondere an seinem Missbrauchspotential deutlich. Im Jahr 2005 warnte
die US-amerikanische Zulassungsbehdrde vor einer missbrauchlichen Einnahme von
Dextromethorphan durch 2,4 Millionen Jugendliche. Akute Gefahr bestand, weil flunf
Jugendliche starben (Food and Drug Administration, 2005). Es war schon lange bekannt,
dass das in der Szene bezeichnete ,DEX®, ,DMX" oder ,DXM* psychotrope Eigenschaften
besitzt und zu Euphorie, sensiblerem Koérperempfinden, veranderter Zeitwahrnehmung,
Gefiihl des Schwebens, taktilen, optischen und akustischen Halluzinationen,
Sehstérungen, Paranoia und Orientierungsstérungen fuihren kann. Daneben treten aber
auch Tachykardien, Bluthochdruck sowie Schlaflosigkeit auf (Banerji et al. 2001, Kirages
et al. 2003, Bryner et al. 2006). Ob diese auf die pharmakologische Wirkung der
Muttersubstanz oder eher auf den Metaboliten Dextrorphan zurlckzuflihren sind, ist noch
nicht geklart (Goetz et al. 2005).

Als Vorstufen der Halluzinationen schildern die Betroffenen die zentralen Wirkungen als
,Breit-sein“ oder auch Rauschzustand, der dem Alkoholrausch ahnlich ist. Im Internet
kann man diese , Trip“-Erfahrungen nachlesen. Denn hier tauschen insbesondere junge
Menschen ihre Rauscherfahrungen Uber ,DEX" aus. Dies belegt, dass auch in
Deutschland Dextromethorphan missbrauchlich verwendet wird (Réhm et al. 2007).
Experten beflirchten, dass die durch Dextromethorphan induzierten Halluzinationen zu
einem unuberlegten Gebrauch anderer Drogen fihren und sich die Konsumenten so
potenziell selbst gefahrden.

Dextromethorphan und Pharmakogenetik

Fur die Fragestellung, welche Personengruppen flr die unerwinschten Wirkungen von
Dextromethorphan besonders gefahrdet sind, erschlie3t sich aus seinem Metabolismus.
Nach oraler Einnahme wird es rasch und praktisch vollstandig resorbiert. Nach 2 Stunden
werden in der Regel maximale Plasmaspiegel erreicht. Es liegt nicht an Plasmaeiweil}
gebunden vor. Dextromethorphan unterliegt einem ausgepragten hepatischen Firstpass-
Metabolismus. Dextromethorphan wird tber das Cytochrom P450-Isoenzyme CYP2D6
metabolisiert (s. Abbildung 1). Die Hauptmetaboliten nach O- und N-Demethylierung sind
das pharmakologisch aktive Dextrorphan sowie dessen inaktives Glucuronid und Sulfat-
Ester. Weitere Metaboliten sind Methoxy-Methorphane und Hydroxy-Methorphane.




Dextromethorphan und seine Metaboliten werden Uberwiegend im Urin ausgeschieden.
Die Eliminationshalbwertszeiten von Dextromethorphan und damit auch von Dextrorphan
sind von der eingenommenen Dosis und vom CYP2D6-Phanotyp der Patienten abhangig,
und sie steigen  zusatzlich mit zunehmender  Anwendungsdauer. Die
Eliminationshalbwertszeit von Dextromethorphan variiert deshalb stark (Funck Bretano et
al. 2005) Die Eliminationshalbwertszeit von Dextrorphan betragt 2,5 bis 3,5 Stunden.
Dextromethorphan und sein aktiver Metabolit Dextrorphan kdnnen die Blut-Hirn-Schranke
passieren.

Weil der dominierende Abbauweg von Dextromethorphan die O-Demethylierung zu
Dextrorphan ist, die durch CYP2D6 katalysiert wird, werden hohe Konzentrationen von
Dextrorphan in Serum und Urin gemessen. Bestimmt man im Urin Dextromethorphan und
Dextrorphan und bildet den Quotienten, lasst sich die individuelle Enzymaktivitat von
CYP2D6 errechnen. Im Englischen spricht man von der so genannten ,metabolic ratio”
(MR). Sie dient als Aktivitatsparameter des CYP2D6 aus den Urinkonzentrationen von
Muttersubstanz/ Metabolit. Von einem normalen Metabolismus wird gesprochen, wenn die
metabolische Kapazitat des CYP2D6 (log MR DEX/DTX) kleiner als -1,52 ist, von einem
eingeschrankten, wenn sie groler als -1,52 ist und von einem langsamen Metabolismus,
wenn sie groler als -0,52 ist (Sachse et al. 1997, Chladek et al. 2000).

Dextromethorphan kann demnach als Testsubstanz zur Aktivitdtsmessung des Enzyms
CYP2D6 im Rahmen der so genannten Phanotypisierung eingesetzt werden (Woodworth
et al. 1987, Funck-Brentano et al. 2005, Réhm et al. 2007). Es hat in dieser Funktion
andere Substanzen abgel6st, die bedenklicher sind (z. B. das Antiarrhythmikum Spartein).
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Dextromethorphan (DEX) Dextrorphan (DTX)
\ _CH, N _CH,
CYP2D6
H,CO HO
CYP3A4 CYP3A4
NH NH
CYP2D6
H,CO HO
3-Methoxymorphinan (3MM) 3-Hydroxymorphinan (3HM)

Abbildung 1: Metabolisierung von Dextromethorphan tiber CYP2D6.

Dextromethorphan wird ber Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6) zum Metaboliten Dextrorphan
metabolisiert. Des Weiteren wird es Uber Cytochrom P450 3A4 zu 3-Methoxymorphinan (3MM)
abgebaut, welches wieder Uber CYP2D6 zu 3-Hydroxymorphinan (3HM) verstoffwechselt wird.
Dextrorphan wird zu einem geringen Teil Uber CYP3A4 zu 3-Hydroxymorphinan (3HM) abgebaut.

1.2 Das Cytochrom-P450-System

Biotransformationsreaktionen dienen im menschlichen Organismus dazu, Stoffe mit
lipophilen Eigenschaften chemisch so zu verandern, dass sie in wasserléslicher Form aus
der Niere ausgeschieden werden kdnnen. Hierbei spielen die Leberenzyme Cytochrom-
P450-Familie (CYP) eine entscheidende Rolle. Die CYP-Enzyme der Reihe P450 sind
eine Klasse von Hamproteinen. Fur ihre abbauende (katalytische) Aktivitat bendtigen sie
sowohl Sauerstoff, als auch Nicotinamid-Adenin-dinucleotid-Phosphat (Omura et al.
1965). Das Cytochrom-P450-System beschreibt eine grolRe Familie, die eine breite
Substratspezifitdt aufzeigt. Die mikrosomalen Cytochrome sind deshalb auch
Uberwiegend im glatten endoplasmatischen Retikulum der Leber ansassig. Im Prozess
des oxidativen Pharmakometabolismus sind sie fir die Umwandlung des Hauptanteils der
lipophilen Substanzen in hydrophilere Substanzen verantwortlich (Wijnen et al. 2007). In
der Phase-I-Reaktion der Biotransformation Ubernehmen sie eine Schlisselrolle und




sorgen, neben dem Abbau und der Ausscheidung koérperfremder Stoffe, auch fur die
Verwertung von korpereigenen Substraten wie Steroiden, Prostaglandinen oder
Fettsauren (Tomaszewski et al. 2008).

Die einzelnen Iso-Enzyme des P450-Systems werden CYP-Familien und -Unterfamilien
zugeordnet, deren Systematik sich nach dem Ausmal der Aminosauresequenzhomologie
richtet. Der Grofdteil der einzelnen P450-Enzyme kommt in der Leber vor, aber auch in
Lunge, Darmmukosa und Niere sind CYP-Enzyme zu finden. Den Hauptanteil am Abbau
von Fremdstoffen im menschlichen Organismus, insbesondere von Arzneimitteln, haben
die Familien CYP1, CYP2 und CYP3 (Evans et al. 1999). Die Einteilung der Enzyme in
Familien und Subfamilien innerhalb dieses Systems basiert auf der Ahnlichkeit der Gene.
Die Terminologie erklart sich wie folgt: ,Cyto“ kommt aus dem Griechischen (Kytos) und
bedeutet Zelle. ,Chrome* heildt gefarbt, ,P“ steht flr pigmentiert und ,450“ fir die
Absorptionsspitze bei 450 Nanometer. Die folgenden Zahlen (z. B. 2D6) im Cytochrom
P450-System reprasentieren die Familie, der jeweilige Buchstabe steht fir die Subfamilie
und die letzte Zahl fur das einzelne Enzym (DeVane et al. 2002).

CYP 2 D 6 *4
Familie Subfamilie Iso- Enzym Allel

Der CYP2D Genlocus besteht aus drei Genen, dem CYP2D6-Gen und den zwei
Pseudogenen CYP2D7 und CYP2D8, die eine hohe Homologie zu CYP2D6 zeigen. Das
CYP2D6-Gen ist auf Chromosom 22 g13 lokalisiert (s. Abbildung 1) und besteht aus neun
kodierenden Abschnitten, so genannten Exons, und acht nicht kodierenden Abschnitten,
den Introns. Das Gen wird polymorph exprimiert; d. h. es hat viele Mutationen. Mutationen
sind Variationen, die zu weniger als 1% in der Bevolkerung auftreten. Treten sie haufiger
auf, spricht man von Polymorphismen. Zurzeit sind fir das CYP2D6-Gen 58 Allele mit
insgesamt mehr als 100 Allel-Varianten in einer einheitlichen Nomenklatur erstellt worden:
»1he CYP allele nomenclature homepage* (Ingelman-Sundberg et al. 2001).

CYP2D6 zeigt vielfaltige Polymorphismen und ist das bisher am besten untersuchte der
mikrosomalen Isoenzyme. Es besitzt einen relativ geringen Gewichtsanteil von 2% in der
Leber (DeVane and Markowitz 2002). Die Enzyme CYP2C9, CYP2C19 und CYP2D6
zeichnen sich durch eine groRe Vielfalt an Polymorphismen aus, wobei in der
vorliegenden Arbeit CYP2D6 im Mittelpunkt steht. Erstmals wurde der Polymorphismus
des CYP2D6 nach dem Auftreten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen mit dem
Antihypertensivum Debrisoquin entdeckt. Spater wurde ein Zusammenhang mit CYP2D6
hergestellt. Deshalb tragt der CYP2D6-Metabolismus auch den Namen Debrisoquin-
Metabolismus. Andere Charakteristika fur dieses Enzym sind: die Eigenschaft schon bei
klinisch relevanten Konzentrationen einiger Substrate abgesattigt zu sein (Spigset et al.
1998, Yamamoto et al. 2005), die Stereoselektivitdt in Abhangigkeit einiger Substrate
(z. B. Propranolol, Debrisoquine) oder Inhibitoren (z. B. Quinidine) (Ward et al. 1989, Eap
et al. 2001, Kirchheiner et al. 2002) und die Eigenschaft, nicht induzierbar zu sein (Food
and Drug Administration, 2006). Substrate von CYP2D6 sind eine Reihe kardiovaskularer
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Medikamente, neuroaktiver Substanzen wie Neuroleptika, trizyklische Antidepressiva und
die Morphinderivate Codein und Dextromethorphan und das Chemotherapeutikum
Tamoxifen (Flockhard August 2007, Food and Drug Administration, 2006). Neben
CYP2D6 ist CYP3A4 mit einen Anteil von 30% das am starksten exprimierte Isoenzym
der Cytochrom-Familie in der Leber (Yamazaki et al. 1994) und ist bei sehr vielen klinisch
wichtigen Medikamenteninteraktionen involviert (Colette et al. 2002, Zanger et al. 2008).

5’| bp=40.8061.031

CYP2D7P1,
Pseudogen
CYP2D6
4378 bp
22912 -
=
LOC246785,
Pseudogen
22q13

\_| 3'| bp=40.871.774

Abbildung 2: Ausschnitt aus einem Ideogramm des Chromosoms 22. Im Abschnitt 22q13.1
liegt das Gen fiir CYP2D6.

CYP2D6 = Zytochrom P450 2D6, bp = Basenpaare, p = kurzer Teil des Chromosoms, q = langer
Anschnitt des Chromosoms, 3’ = 3’ Ende der Desoxyribonukleinsaure, 5’ =5’ Ende der Desoxyri-
bonukleinsaure.

Die Aktivitdt des CYP2D6-Enzyms variiert zwischen den Individuen und unter ethnischen
Gruppen (Ingelman-Sundberg et al. 2007). Eine Reihe von Genen, die fir die CYP-
Enzyme codieren, besitzen unterschiedliche Allele aufgrund von Polymorphismen.
Einzelne Genmutationen koénnen durch DNS-Analysen identifiziert werden. Ein
genetischer Polymorphismus hat die Expression von Proteinen (hier Enzymen) zur Folge,
die funktionell normal, eingeschrankt oder inaktiv sind. Tabelle 1 zeigt die Bezeichnung




der Allele, die Beschreibung der Punktmutation und die Auswirkung auf den
Aminosaureaustausch. Je nachdem welche Aminosdure gebildet wird, kann es dazu
kommen, dass nicht korrekt gefaltete Proteine entstehen oder die Synthese abgebrochen
wird.

Das Enzym CYP2D6 spielt im Arzneimittelstoffwechsel eine bedeutende Rolle, da es am
Abbau von circa 25% aller Arzneistoffe beteiligt ist (Evans and Relling 1999). CYP2DG6 ist
das bislang am besten untersuchte, polymorph exprimierte, arzneistoffmetabolisierende
Enzym. Im Vergleich zum Wildtyp (= normale Gen-Auspragung) koénnen bei den
genetischen Variationen einzelne oder mehrere Basenpaare ausgetauscht, das Gen oder
Genabschnitte deletiert oder aber das Gen multipliziert sein. Diese Variationen werden
unter der Bezeichnung Single Nucleotide Polymorphismen (SNP) zusammengefasst.

Tabelle 1: Bezeichnung der untersuchten CYP2D6-Allele mit dem zugrunde liegenden
Basenaustausch und die Auswirkung auf die Proteinsynthese

Allele Basenaustausch Proteinwechsel
CYP2D6*1 Kein (Referenzallel) Kein (Referenzprotein)
CYP2D6*2 [-1584 C<G; 2850C<T; p.Arg296Cys; Ser486Thr

4180G<C]
CYP2D6*2xN mehrere Kopien p.Arg296Cys; Ser486Thr
(Duplikation)
CYP2D6*3 2549A del p.Arg259fsX1
CYP2D6*4 [100 C<T;1846 G<A] p.Pro34Ser; Gly169fsX13
CYP2D6*5 Deletion CYP2D6 Gen p.0
CYP2D6*6 1707Tdel p.Trp152 (frameshift)
CYP2D6*10 [100 C<T; 4180G<C] p.Pro34Ser; Ser486Thr
CYP2D6*41 [2850C<T; 4180G>C] p.Ser486Thr; Arg296Cys

CYP2D6 = Cytochrom P450 2D6, p =Protein, Arg= Arginin, C = Cystein, Gly = Glycin,
Pro = Prolin, Ser = Serin, Thr = Threonin, Trp = Tryptophan, G = Guanin, T = Thymin, A = Adenin,
die Zahl zwischen den Aminosauren beschreibt die Position, an der diese ausgetauscht wurde,
del = deleted, fsX1 = vorwarts Strang.

Inzwischen sind Uber 80 Allelvarianten im CYP2D6-Gen in internationaler Nomenklatur
beschrieben worden, von denen mindestens 15 fur ein nicht-funktionstichtiges Enzym
codieren (Ingelman-Sundberg et al. 2001). Aufgrund der Tatsache, dass CYP2D6
polymorph exprimiert wird, kommt es zu einer interindividuell stark variierenden Aktivitat
des Enzyms. In der Folge variiert auch das Ausmalf} der Metabolisierung in Individuen.
Die Bevolkerung kann daher nach der Kombination ihrer Allele und der daraus
resultierenden Aktivitdt des CYP2D6-Enzyms kategorisiert werden: Normale, so genannte
Extensive Metabolisierer (Extensive Metabolizer, EM), die 75-80% der kaukasischen
Bevdlkerung ausmachen, eingeschrankte Metabolisierer (Intermediate Metabolizer, IM),
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die zu 10-15% der kaukasischen Bevolkerung vorkommen und als dritte Gruppe
langsame Metabolisierer (Poor Metabolizer, PM), die mit einer Pravalenz von 8-10% in
der kaukasischen Bevolkerung (Broly et al. 1991, Gaedigk et al. 1991) auftreten.
Langsame Metabolisierer (PM) sind genotypisch durch zwei defekte Allele definiert,
eingeschrankte Metabolisierer (IM) besitzen ein eingeschranktes und ein defektes Allel
und extensive Metabolisierer (EM) tragen zwei intakte Allele oder nur ein intaktes und ein
eingeschranktes bzw. inaktives (Meyer 2000). Darlber hinaus werden Personen mit einer
stark erhohten Metabolisierungsrate des CYP2D6 beschrieben. Eine Erklarung hierflr
sind Duplikationen bzw. Multiplikationen des CYP2D6-Gens. Sie kdnnen zu einer
gesteigerten Aktivitat des Enzyms (1-2% der kaukasischen Bevolkerung sind Ultra Rapid
Metabolizer, URM) flhren, erklaren jedoch bisher nur ca. 30% der URM (Johansson et al.
1993). Bei den PM liegt eine nahezu fehlende bis sehr geringe, bei den IM eine
eingeschrankte Metabolisierungskapazitat vor, so dass Wirkspiegel der Arzneistoffe, die
hauptsachlich Gber dieses Enzym eliminiert werden, um ein Vielfaches ansteigen kénnen.
Diese Personen sind schon bei einer Einmal-Gabe jener Arzneistoffe, die Gber CYP2D6
abgebaut werden, einer hoheren Arzneistoffexposition ausgesetzt (Dickinson et al. 2007).
Im Gegensatz dazu fuhrt ein beschleunigter Metabolismus, verursacht durch eine hohe
Aktivitat des CYP2D6 Enzyms, haufig zu niedrigen Plasmaspiegeln bei den Arzneistoffen,
bei denen es mafgeblich in die Verstoffwechselung eingreift (Bertilsson et al. 1993,
Meyer et al. 1997). Therapieversagen ist eine mogliche Konsequenz (Eichelbaum et al.
2006). Bei PM und IM &aufert sich eine unzureichende Metabolisierung in einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von starkeren und/oder vermehrt unerwlnschten
Arzneimittelwirkungen (Chou et al. 2000, Rau et al. 2004, de Leon et al. 2005, Funck-
Brentano et al. 2005, R6hm et al. 2007).

Wichtig zum Verstéandnis der Pharmakogenetik ist es, dass grundsatzlich zwei
Moglichkeiten bestehen, die Metabolisierungsgeschwindigkeit eines Patienten zu
bestimmen: Zum einen ist es moglich, anhand einer Untersuchung der DNS
entsprechende Gene zu lokalisieren und die zugrunde liegenden genetischen Variationen
dieser Enzymaktivitat zu untersuchen, die auf Patientengruppen verschiedener
Metabolisierungsgeschwindigkeit schlielen lassen (Genotypisierung). Zum anderen kann
man einen Arzneistoff applizieren und anhand der Metabolitenkonzentrationen im Urin die
Aktivitdt von Enzymen errechnen (Phanotypisierung). Der Phanotyp beschreibt das
Verhaltnis der Muttersubstanz zum umgesetzten Metaboliten Dextrorphan tber CYP2D6
(siehe 1.7.2). Die Charakterisierung der Erbinformation wird mittels molekularbiologischer
Verfahren durchgefuhrt. Der Phanotyp korreliert mit dem Genotyp, so dass an Hand des
Genotyps der Phanotyp vorhergesagt werden kann (McElroy et al. 2000).




1.3 Personalisierte Arzneimitteltherapie, Pharmakogenetik von
CYP2D6 und Dextromethorphan

Grundséatzlich stdl3t man bei der Suche nach der optimalen Arzneimitteltherapie fur jeden
einzelnen Patienten oder Personengruppe sehr schnell auf die Frage: Welche Faktoren
machen die Arzneimittelwirkung beim Patienten aus? Faktoren wie Korpergrof3e und
Kérpermasse konnen einfach erkannt und in die Arzneimitteltherapie einbezogen werden.
Auch das Alter der Patienten sowie Nieren- und Leberfunktion werden in der individuellen
Therapiesteuerung berucksichtigt. Fur das individuelle Profil eines Patienten sind aber
auch, wie in den vorigen Abschnitten besprochen, genetische Merkmale wichtig, die die
Pharmakokinetik auf Arzneimittel beeinflussen. Wenn diese genetischen Anlagen bei
mehr als 1% der Bevdlkerung vorhanden sind, spricht man von Polymorphismen. Werden
nun diese Unterschiede im Ansprechen auf Arzneimittel in die Therapiestrategie von
vornherein miteinbezogen, also eine Therapie nach spezieller vorheriger Diagnostik
durchgefthrt wird, spricht man von personalisierter Arzneimitteltherapie. Eine andere
Bezeichnung dafur ist die stratifizierte Therapie. Es handelt sich also bei der
~personalisierten” oder ,stratifizierten“ Arzneimitteltherapie in der Medizin um eine weitere
therapiebezogene diagnostische Charakterisierung, die zu einem héheren Therapieerfolg
fur den Patienten fihren soll. Wenn fiur Dextromethorphan bekannt ware, dass selbst
unter empfohlenen Einmal- oder Doppeldosen bestimmte genetische Merkmale wie z.B.
mutierte Stoffwechselgene des CYP2D6 zu einer UbermaRigen Beladung des Organismus
mit Dextromethorphan und damit zu nicht tolerierbaren oder auch potentiell gefahrdenden
unerwlnschte Wirkungen flihren wirden, dann sollten solche Patientengruppen von
vornherein eine andere Therapiestrategie erfahren. Das bedeutet, dass eine
Arzneimitteltherapie durch die ,Personalisierung” oder ,Stratifizierung“ zielgerichtet und
mafgeschneidert flr eine Personengruppe durchgefihrt werden kann.

Die Anzahl an Arzneimitteln, die in die Selbstmedikation entlassen werden, wird in den
kommenden Jahren weiter steigen. Eine Aufgabe des Apothekers ist die Erfassung von
unerwunschten Arzneimittelwirkungen. Um diese Arzneimitteltherapiesicherheit in der
Selbstmedikation zu erhéhen, muss aber nicht nur der Apotheker diese Zusammenhange
verstanden haben, sondern es muss auch in der Bevdlkerung und bei den anderen
Gesundheitsberufen eine Bereitschaft zu mehr Arzneimitteltherapiesicherheit und dem
Wissen um die Mdglichkeit zur Personalisierung der Arzneimitteltherapie existieren, um
langfristig eine Kultur sensibel fir Arzneimitteltherapiesicherheit etablieren zu kénnen. Als
erste Schritte hierzu wurden eine Umfrage bei Patienten, Arzten und Apothekern zur
Pharmakogenetik, sowie eine regionale Verordnungsanalyse zu den aktuell
verschriebenen Antidepressiva und Neuroleptika durchgefihrt. Bei Neuroleptika und
Antidepressiva spielt der CYP2D6-Polymorphismus ebenfalls eine Rolle.
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1.4 Wissenstest und Umfrage zur Pharmakogenetik

Eine Umfrage in der Europaischen Union von 2005 hatte ergeben, dass die Bevdlkerung
ein deutliches Interesse an den Entwicklungen in der pharmakogenetischen Forschung
zeigt. Im Landervergleich besteht jedoch im Vergleich mit den anderen EU-Landern wie
Frankreich oder Belgien ein erheblicher Informationsbedarf im Hinblick auf die
Anwendungsmoglichkeiten  der  Pharmakogenetik  (Gaskell 2005). Da die
pharmakogenetische Diagnostik helfen kann, die Arzneimitteltherapie bedarfsgerecht auf
Patienten abzustimmen, koénnten Arzte und Apotheker sich gemeinsam um die
Therapieoptimierung bemihen. Aber wie ist der Kenntnisstand hierzu? Kdnnen diese
Instrumente schon zielsicher von den Berufsgruppen eingesetzt werden? Dazu wurden
Arzte, Apotheker und Apothekenkunden aktuell regional befragt.

1.5 Verordnungsanalyse uber CYP2D6-abhangig verstoffwechselte
Antidepressiva und Neuroleptika

Da viele Antidepressiva und Neuroleptika ebenfalls Uber CYP2D6 abgebaut werden, teils
aktive Metabolite bilden, eine geringe therapeutische Breite haben, Interaktionen mit
anderen Arzneistoffen eingehen, eine psychiatrische Therapie haufig keine Monotherapie
ist und (unabhangig von der Metabolisierungskapazitdt des CYP2D6) die Therapie
ohnehin oft mit unerwiinschten Wirkungen einhergeht, kann die Therapie mit diesen
Arzneimitteln ebenfalls davon profitieren, wenn der Metabolisierungsstatus des Patienten
mit in die Dosisuberlegungen einbezogen wirde (Kirchheiner et al. 2001, Kirchheiner et
al. 2004). Von den Autoren wurden mit Hilfe pharmakokinetischer Daten von
Antidepressiva und Neuroleptika erste hypothetische Dosisanpassungen fir CYP2D6
Phano- bzw. Genotypen vorgenommen. Inwiefern Psychopharmaka, die hauptsachlich
Uber CYP2D6 verstoffwechselt werden, aber in der aktuellen Verschreibungspraxis
Uberhaupt noch eine Relevanz besitzen wurde mit Hilfe einer regionalen
Verordnungsanalyse untersucht. Diese sollte zeigen, ob die Pharmakogenetik heutzutage
noch von Bedeutung in der ambulanten Therapie ist und Bedarf fur eine Umsetzung in die
Praxis besteht.




1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die moderne Arzneimitteltherapie tragt maRgeblich zu unserer hohen Lebensqualitat und
fortwahrend steigenden Lebenserwartung bei (Lichtenberg 2009). Da fast jeder zweite
Patient Arzneimittel fir die Selbstmedikation kauft, wachsen Bedeutung und
Verantwortung in der Arzneimitteltherapiesicherheit bei den Apothekern. Zu den dabei
auftretenden unerwiinschten Wirkungen fehlen haufig Daten, was die Therapie unsicher
macht. In der vorliegenden Arbeit sollen daher moderne Untersuchungsinstrumente zur
Etablierung einer Therapiestrategie genutzt werden, um zielsicher und mafRgeschneidert
den Einsatz eines wichtigen Arzneistoffs im Rahmen der Selbstmedikation, namlich den
Hustenstiller Dextromethorphan, zu steuern. Darlber hinaus sollen in die Betrachtung
auch vom Arzt potentiell verordnete Arzneistoffe einflielen, die mit den
Selbstmedikationsarzneistoffen in Wechselwirkung treten kdnnen. Zu den eingesetzten
Instrumenten gehodren die klinische Pharmakogenetik, eine Umfrage bei Patienten, Arzten
und Apothekern, eine Verordnungsanalyse in einer Arztpraxis und einer Apotheke sowie
die Durchfihrung einer Kklinischen Studie. Um zu evaluieren, ob sich erlittene
unerwunschte  Wirkungen  unter  Dextromethorphan  auf eine  zukunftige
Arzneimitteleinnahme auswirken, wurde schliellich retrospektiv eine Online-Umfrage
durchgefluhrt. In der Arbeit wurden dafir folgende Fragestellungen beriicksichtigt:

. Um zu erfahren, wie das Wissen zur Pharmakogenetik bei Apothekern und Arzten,
sowie das Interesse von Patienten an dieser Thematik ist, wird eine Umfrage bei
Apothekern und Arzten sowie Patienten durchgefihrt.

o Um zu erfahren, in welchem Ausmal} eine wichtige verschreibungspflichtige
Arzneistoffgruppe flr die gleiche klinisch-pharmakogenetische Fragestellung, die
fur das Dextromethorphan von Bedeutung ist, betroffen sein kann, wird eine
Verordnungsanalyse in einer Apotheke und einer Arztpraxis Uber Antidepressiva
und Neuroleptika durchgeflhrt.

. Um die Einnahme von einem in der Selbstmedikation wichtigen Hustenstiller,
Dextromethorphan, sicherer zu machen, wird eine prospektive, Plazebo-
kontrollierte, klinische Studie durchgefiihrt, die das Auftreten von unerwiinschten
Wirkungen nach Einnahme von Dextromethorphan in Abhangigkeit vom Geno- und
Phanotyp des CYP2D6 untersucht.

. Da das Bedienen von Maschinen und die aktive Teilnahme am StralRenverkehr
nach Einnahme von Dextromethorphan nicht empfohlen wird, werden im Rahmen
dieser Studie auch die Reaktionszeit bzw. Aufmerksamkeit in Abgangigkeit vom
Genotyp in einem psychometrischen Testsystem untersucht.

o Um zu erfahren, welchen Einfluss der Genotyp auf die zukinftige Einnahme von
Dextromethorphan bei den Studienteilnehmern hat, wird bei ihnen eine Umfrage
zum zuklnftigen Gebrauch von Dextromethorphan und weiteren &hnlich
verstoffwechselten Medikamenten gemacht.
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2 Methoden

21 Wissenstest und Umfrage zur Pharmakogenetik

Vom Institut flr Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie, Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf, wurde ein Fragebogen entworfen und eine Umfrage in einem Zeitraum von
zwolf Wochen bei Apothekern, niedergelassenen Arzten und Patienten in Apotheken in
den Regionen Dusseldorf, Herne und Ludenscheid durchgefiihrt. Je nach Zielgruppe
wurden maximal zehn Fragen auf zwei Seiten gestellt, die von den Befragten personlich
ausgefullt wurden.

211 Fragebogen an Patienten

Die Fragebdgen fur die Patienten enthielten dieselben allgemeinen Fragen wie die der
Apotheker und Arzte zu ihrer derzeitigen Lebenssituation und zur Pharmakogenetik. Die
Patienten sollten den Begriff Pharmakogenetik definieren, ankreuzen, ob sie ihn vorher
schon einmal gehdrt haben und welches Interesse sie einem Monitoring zur
Pharmakogenetik entgegenbringen. Sie sollten auRerdem Auskunft Gber den Geldbetrag
geben, den sie fur eine pharmakogenetische Untersuchung aufzubringen bereit waren.
Die Beteiligten wurden zu ihren Erfahrungen mit Arzneimitteln befragt, wie z. B. bereits
erlittene Nebenwirkungen, die eine Therapie erheblich beeinflusst haben oder ob sie
aktuell einer Dauermedikation unterliegt und von wem sie sich gerne pharmakogenetisch
beraten lassen wurden (s. Abbildung 3).

21.2 Fragebégen an Arzte und Apotheker

Apotheker und Arzte hingegen erhielten einen Fragebogen mit allgemeinen und
fachlichen Fragen; letztere dienten zur Prufung des Fachwissens (,Wissenstest®). Die
allgemeinen Fragen bezogen sich auf die Begriffsdefinition und auf das Interesse an Fort-
und Weiterbildung auf dem Sektor der Pharmakogenetik. Der Wissenscheck enthielt
sechs Fragen zur Pharmakogenetik, die flir das Verstandnis der Therapieoptimierung
wichtig sind (s. Abbildung 3 und 4).
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HEINRICH HEINE
UNIVERSITAT

Allgemeiner Fragebogen

DUSSELDORF & Prarmakomorapie
Angaben zur Person
Geschlecht w O mo
Alter Jahre
Berufsjahre Jahre

A1 Haben Sie den Begriff Pharmakogenetik schon einmal gehort?

A1a Wenn ja, kdnnen Sie ihn erklaren?

A1b Wenn nein, was stellen Sie sich darunter vor?

A2 Mochten Sie personlich wissen, ob Sie genetische Variationen aufweisen, die Einfluss haben auf
die Wirkung von Arzneimitteln o
die Entstehung von Krankheiten )
A3  Wer soll die pharmakogenetische Diagnostik bezahlen?
Krankenkasse o)
Kosten zahle ich selber o)

A4 Glauben Sie, dass die Inzidenz von depressiven Erkrankungen in den nachsten Jahren

zunehmen wird @)
abnehmen wird o)

A5 Wiirden Sie Fortbildungsveranstaltungen besuchen, bei denen Sie angefangen von

den genetischen Grundlagen bis Uber die arzneimittelbezogenen Probleme, die Krankheiten und
die ethisch-rechtliche Situation zur adaquaten Beratung umfassend informiert wiirden?

ja o

nein o
A6 Wirden Sie bei diesen Fortbildungsveranstaltungen auch lhre eigene genetische Variation testen?

ja O

nein ®)

Abbildung 3: Allgemeine Fragen der Umfrage an Arzte, Apotheker und Patienten.

A1- A6 = Frage zum allgemeinen Teil
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HEINRICH HEINE
UNIVERSITAT
DUSSELDORF

Was bedeutet Polymorphismus ?

a) Auftreten einer Genvariation in der Population mit einer Haufigkeit von mehr als 1
b)  Erniedrigte/ erhdhte Chromosomenzahl
¢)  Synonym flir Mutation

Welche Auswirkungen kénnen Veranderungen an
arzneistoffmetabolisierenden Enzymen haben?

a) Veranderte Halbwertszeit

b) Veranderte Wirkung eines Pharmakons

c) Vermehrtes Auftreten von unerwtnschten Wirkungen

Was muss bei der Behandlung eines langsamen Metabolisierers (PM)
beachtet werden?

a) Die Dosis muss erhdht werden

b) Die Dosis muss erniedrigt werden

c) Je nach Medikament kann die Dosis erhoht oder erniedrigt werden

Bei welchem der folgenden Cytochrom P450-Subtypen treten gehauft
medikamenten-bezogene Polymorphismen auf?

a) CYP23A4

b) CYP 2D6

c) CYP 14K5

Was schatzen Sie, wie viele Arzneistoffe werden Giber CYP2D6
verstoffwechselt?

a) Weniger als ein Zehntel

b) Mehr als ein Zehntel, aber weniger als die Halfte

c) Fastalle

Welche der folgenden Antidepressiva werden Uber CYP2D6
verstoffwechselt?

a) Sertralin
b)  Fluoxetin
c) Doxepin

d)  Amitriptylin

Abbildung 4: Fragen des Wissenstests an Arzte und Apotheker.
W1- W6 = Wissensfrage

21.3 Auswertung der Fragebdgen

Jede Frage erhielt einen definierten Schlussel zur Auswertung. Nur vollstandig richtig
beantwortete Fragen wurden mit einem Punkt bewertet. Nicht beantwortete Fragen
wurden als ,unentschlossen gedeutet und mit null Punkten versehen. Zur statistischen
Berechnung dienten der Chi-Quadrat-Test nach Pearson (Kreuztabellen), der Wilcoxon-
White-Test (parameterfrei flir zwei unabhangige Stichproben), der Kruskal-Wallis-Test



(parameterfrei fur k unabhangige Stichproben) und der McNemar-Test (flur verbundene
Stichproben mit dichotomem Merkmal).

2.2 Verordnungsanalyse uber CYP2D6-abhangig verstoffwechselte
Antidepressiva und Neuroleptika

Da besonders Antidepressiva und Neuroleptika Uber CYP2D6 verstoffwechselt werden,
sollte untersucht werden, welche Rolle dieses Enzym fir die Verstoffwechselung der
heutzutage haufig verordneten Substanzen spielt. Dazu wurden Verschreibungen einer
psychiatrisch-neurologischen Praxis einer Gro3stadt und eingegangene Rezepte einer,
von der Praxis entfernt gelegenen, Apotheke ausgewertet.

Die Patientendaten wurden auf folgende Kriterien hin untersucht: Alter der Patienten,
Geschlecht, und verordnete Arzneimittel. Aus den Patientenakten der Praxis wurden
zusatzlich Diagnosen nach der ,International Classification of Diseases” (ICD-10-Code
F.00-99) dokumentiert. Die Daten wurden nach der Indikation der Arzneistoffe
(Klassifikation nach dem ,Anatomical Therapeutic Chemical Classification System*“ (ATC-
Code) strukturiert. Das Einschlusskriterium fur die Aufnahme in die Analyse war, dass die
Patienten mindestens ein Antidepressivum bzw. ein Neuroleptikum verschrieben
bekamen. Es wurde herausgearbeitet, wie viele dieser Verschreibungen relevant Gber
CYP2D6 verstoffwechselt wurden. Relevant heif3t in diesem Zusammenhang, dass es
bereits Studien Uber ein vermehrtes Auftreten an Nebenwirkungen bei PM bei diesem
Arzneistoff gibt oder >10% Uber dieses Enzym metabolisiert werden (Bertilsson et al.
1997, Mihara et al. 1997, Chou et al. 2000, Otani et al. 2000, Brockmoller et al. 2002,
Dahl 2002). Diese Einschlusskriterien wurden mit den bereits verdffentlichten Daten zu
Antidepressiva und Neuroleptika, flr die bereits Dosisanpassungen empfohlen wurden,
abgeglichen (Kirchheiner et al. 2001, Kirchheiner et al. 2004).
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2.3 Pharmakogenetische Studie mit Dextromethorphan

2.31 Studiendesign und Studienprotokoll

Erste Untersuchungen wurden an einer Serie von Probanden durchgefihrt, die eine
Einzel- oder Doppeldosis Dextromethorphan erhielten. Hierbei wurden Studierende der
Pharmazie im Rahmen der Lehrveranstaltung im Seminar Klinische Pharmazie gefragt, ob
Sie bereit waren, Dextromethorphan einzunehmen, um zu erfahren, welcher CYP2D6-
Verstoffwechslungstyp sie sind. Dextromethorphan wurde hierbei fir die Phanotypisierung
eingenommen und erganzend zur Genotypisierung durchgeflihrt. Ausgehend von dem
Auftreten individueller schwerer unerwinschter Arzneimittelwirkungen kristallisierte sich
die Notwendigkeit fur ein Plazebo-kontrolliertes Design heraus. Es wurde anhand erster
Ergebnisse vermutet, dass das eingesetzte Dextromethorphan im Rahmen der
Selbstmedikation fir einzelne Personengruppen aufgrund der beobachteten
unerwlnschten Wirkungen kein geeignetes Hustenmittel sein kénne.

Es wurde daher eine doppelblinde, Plazebo-kontrollierte, prospektive Studie zur
Untersuchung des Einflusses des CYP2D6-Genotypes auf die Reaktionsgeschwindigkeit
und das Auftreten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen nach Einnahme von
Dextromethorphan bei freiwilligen Studierenden, also gesunden Probanden, durchgefihrt.
Die Teilnahme an der Studie wurde Studierenden der Pharmazie des letzten
Studienjahres angeboten. Das hatte flr die Studierenden den Vorteil, die Hintergriinde
der Personalisierten Arzneimitteltherapie unmittelbar erfahren zu kdnnen. Sie konnten
sich so insbesondere fir den Bereich der Selbstmedikation auf die Aufgabe der
Arzneimitteltherapieoptimierung fir den individuellen Patienten vorbereiten. Die
Rekrutierung erfolgte im Institut fir Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Alle Probanden wurden tber die Ziele und Risiken
der Studie aufgeklart und gaben schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme an Phano-
und/oder Genotypisierung und der Teilnahme an den Untersuchungen zur
Aufmerksamkeit und Reaktionsfahigkeit. Nach Beendigung der Untersuchungen erhielten
die Studierenden dann ausfuhrliche Informationen Uber ihren Geno- und Phanotyp und
uber Arzneistoffe, die potentiell zu einer Wechselwirkung mit ihrem Genotyp flhren
konnten. Fur die Probanden bestand ein Versicherungsschutz fur die Untersuchungen im
Rahmen ihres Pharmaziestudiums. Die klinische Studieneinheit in den Raumen des
Instituts fur Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie war vom Koordinierungszentrum
fur Klinische Studien der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf als geeignet fir die
Durchfihrung solcher Untersuchungen befunden worden. Fur die klinischen
Untersuchungen lag ein positives Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf vor.

Die Probanden erhielten randomisiert Kapseln, die entweder Plazebo, eine Einfach- oder
eine Doppeldosis Dextromethorphan enthielten. Die Einnahme von Plazebo galt als
Kontrolle, um sowohl gleiche Grundwerte (Basislinie) der Reaktionszeiten bei PM, IM und




EM zu erheben, als auch unerwilnschte Arzneimittelwirkungen unter Plazebo zu
vergleichen. Mit der Gabe einer doppelten Dosis wurde die Frage verfolgt, ob eine
Dosisabhangigkeit flir eine mdgliche Einschrankung der Aufmerksamkeit und
Reaktionsfahigkeit besteht. Die Probanden nahmen jeweils 12 Stunden vor dem Test die
Kapsel doppelverblindet ein. Um eine mdgliche EinbulRe in der Aufmerksamkeit und
Reaktionsfahigkeit in Abhangigkeit des Geno- und Phanotyps zu messen, galten fur alle
Probanden die gleichen Versuchsbedingungen. Der Proband wurde in einen ruhigen,
hellen Raum gesetzt, um sechs Tests des Wiener Test Systems (WTS) durchzufiihren
(Dauer ca. 50 Minuten). Die Zusammensetzung der einzelnen Tests wird in 2.3.11
genauer erlautert. Vor jedem Testverlauf ist eine Ubungsphase integriert, so dass alle
Aufgaben von dem Probanden verstanden wurden, bevor die eigentliche Aufnahme der
Daten erfolgt. Der Proband hatte vor und wahrend des Tests Gelegenheit, Fragen zu
stellen. Um einen Erinnerungseffekt zu vermeiden, war ein Zeitabstand von drei bis vier
Wochen zwischen den Tests einzuhalten. Die Probanden wurden vor dem Test ihres
Reaktions- und Aufmerksamkeitsvermbgens einmalig phano- und genotypisiert (siehe
2.3.10 und 2.3.11).

2.3.2 Allgemeine Anmerkungen zum Studienablauf

Die Studie wurde an gesunden Mannern und Frauen durchgefiihrt. Zu Beginn wurde die
Studie mit einer Screeningphase eingeleitet. Diese diente dazu, ein Kollektiv von PM und
IM ausfindig zu machen. Vor Beginn der Studie wurde jeder Proband Uber den
Studienablauf, seine Risiken, seine Rechte und die Verwaltung seiner Daten aufgeklart.
Nach 24 Stunden Bedenkzeit, konnten sie dann ihr schriftliches Einverstandnis geben.
Dann erst wurden sie in die Studie eingeschlossen. Jeder Studienteilnehmer hatte die
Moglichkeit zu jeder Zeit die Studie abzubrechen. Den Probanden wurde freigestellt, ob
sie die Ergebnisse ihres Geno- und Phanotyps und ihre Reaktionsfahigkeit mitgeteilt
bekommen. Der Proband wurde weiter (ber die Aufbewahrung, die Dauer der
Verwendung und die Art des Umganges mit den Daten unterrichtet.

Nach jeder Einnahme einer Kapsel wurde das Befinden des Probanden in Form eines
Fragebogens abgefragt. Es wurde nach den unerwlinschten Wirkungen gefragt, die
innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Kapseleinnahme auftraten (siehe 2.3.12).

In der Screeningphase wurde dem Probanden eine Identifikationsbezeichnung (ID) zur
Anonymisierung zugeteilt. Die kdrperliche Untersuchung wurde als Vorraussetzung fur die
Teilnahme vorangestellt.

233 Probandencharakterisierung

Die Rekrutierung und Untersuchung der Probanden fand im Institut fur klinische
Pharmazie und Pharmakotherapie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf statt. Alle
teilnehmenden Personen mussten folgende Vorraussetzungen erfillen:
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2.3.31

Einschlusskriterien

Geschlecht: mannlich oder weiblich
Alter: 18-60 Jahre
Korpergewicht: 60-95 kg

Unterschriebene Einverstandniserklarung

2.3.3.2 Ausschlusskriterien

2.3.5

2.3.6

Erkrankungen des Herz-/Kreislaufsystems, der Nieren, des Gastro-
Intestinaltraktes, des Zentralnervensystems, des Blutgerinnungssystems, der
Atemwege

Diabetes mellitus

Metabolische Azidose

Abhangigkeit von Alkohol oder Medikamenten

Allergische Reaktionen auf die verwendeten Wirkstoffe oder sonstige Bestandteile
Schwere Erkrankung in den letzten vier Wochen vor Studienbeginn
Schwangerschaft (mundliche Befragung)

Aktuelle Einnahme von Medikamenten

Kriterien fiir den Abbruch bei einzelnen Patienten

Medikamentenunvertraglichkeit nach Gabe einer Dextromethorphankapsel

Blutdruckabfall bzw. Blutdruckerhéhung systolisch unter/Uber die
altersentsprechende dritte Perzentile, Unwohlsein, Benommenheit oder Somnolenz
des Probanden

Andere, bei Beginn der Studie nicht vorhersehbare Erkrankungen des Probanden

Nichteinhalten der Prufungsbedingungen

Kriterien fiir den Abbruch der gesamten Studie

Auftreten schwerwiegender unerwiunschter Wirkungen bei einem oder mehr
Probanden

Auftreten schwerwiegender, bisher unbekannter unerwinschten Wirkungen

Primarer Endpunkt

Ziel dieser Studie war es, das Auftreten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen (UAW)
in Abhangigkeit vom Genotyp zu erfassen.




Eine Fallzahlberechnung basierte auf Daten der Literatur, die das Auftreten von
unerwlnschten Wirkungen nach einer Phanotypisierung mit 80 mg Dextromethorphan
untersucht hat (Funck-Brentano et al. 2005). Die darauf basierende Fallzahl wurde mit
dem Chi-Quadrat Test berechnet und ergab, dass pro Genotypgruppe ein n=5
eingeschlossen werden muss, um eine Power von 80% zu erreichen. Fir eine
Auswertung sind demnach n=5 PM unter Placebo, Einzel- und Doppeldosis notwendig,
um einen Unterschied im Auftreten von unerwinschten Wirkungen zwischen den
Genotypen zu zeigen. Diese Zahlen wurden unter der Beachtung gewanhlt, dass n=5 an
eine Grenze stofdt, bei der die Approximation durch eine Normalverteilung zuverlassig ist.

2.3.7 Sekundare und weitere Endpunkte

Als sekundarer Endpunkt wurden das Auftreten und die Art der unerwlnschten
Arzneimittelwirkung ausgewertet. Dieser wurde mithilfe der persoénlichen Angaben aus
den Frageboégen fur die jeweiligen Gruppen (EM, IM, PM) ermittelt.

Es sollte die Frage beantwortet werden, ob und in welchem Ausmalf’ ein Unterschied im
Vigilanztest (VIGIL) des WTS (Zielparameter = Mittelwert der Reaktionszeit Richtige in
Sekunden) fur die drei unterschiedlichen Metabolisierungstypen (EM, IM, PM) auf Grund
einer genetischen Veranderung fur das Verstoffwechselungsenzym CYP2D6 besteht.

Weiterhin wurde die Messung der Reaktionszeit als mittlere Reaktionszeit in
Millisekunden (ms) herangezogen. Diese wurde mithilfe des standardisierten
Reaktionstests der FEVS Nr. 2 gemessen. Der Effekt wird durch den Vergleich der
Reaktionszeiten zwischen PM, IM und EM quantifiziert.

Erste Untersuchungen lieRen erkennen, dass die Messung der Reaktionszeit im
Reaktionstest und Vigilanztest eine intraindividuelle Variabilitat aufweisen. Die darauf
basierende Fallzahlberechnung fur diesen Endpunkt ergab, dass n=30 PM und IM
eingeschlossen werden missen, um einen messbaren Effekt zwischen den Genotypen zu
sehen. Diese Probandenzahl wurde in den vorliegenden Ergebnissen nicht erreicht. Die
Auswertung der WTS-Tests ist daher als eine Zwischenauswertung anzusehen und wird
weiter durchgeflhrt.

2.3.8 Statistik

Die angegebenen Werte sind arithmetische Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardabweichungen, n bezeichnet die Anzahl der Einzelwerte. Bei der Auswertung der
Ergebnisse des Wiener Test Systems werden auf Grund der hohen Variabilitdt und
Streuung Mediane angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des
Programms SPSS (Version 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und SAS (Version 9.1.3,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Da das Auftreten von unerwlnschten
Arzneimittelwirkungen nicht normalverteilt ist und diskrete Werte vergeben wurden (ja,
nein), wurde der nicht-parametrische Chi-Quadrat-Test zur Bewertung des Einflusses vom
CYP2D6-Genotyp genutzt. Da die Zahlen klein sind, wurde ein Fisher's Exakt Test mit
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Bonferroni-Adjustierung in die Berechnung miteinbezogen. Die Reaktionszeiten des
Vigilanz- und des Reaktionstests wurden mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) und des Kruskal-Wallis-Tests erhoben, da diese nicht normalverteilt sind. P-
Werte kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. FUr die Korrelation von
pharmakokinetischen oder -dynamischen Daten mit dem Metabolisierungsstatus der
Patienten wurden lineare Regressionsanalysen durchgefuhrt und mittels ANOVA auf
statistische Signifikanz geprift. Boxplots wurden erstellt, um Mediane der Reaktionszeiten
und die Streuung (25.te, 75.te Perzentile) darum nach Genotypen darzustellen. Q-Q Plots
wurden erstellt, um die Verteilung der Genotypen auf eine Normalverteilung zu prifen.

Sensitivitdt und Spezifitdt wurden fir die Vorhersage eines Genotyps nach den
aufgetretenen unerwinschten Arzneimittelwirkungen berechnet. Dies sind statistische
GroRen, die die Fahigkeit eines Tests (Versuchsdurchfihrung) beschreiben, zwischen
Gesunden und Kranken zu unterscheiden. Als ,krank“ wurden die Personen definiert, die
an unerwunschten Arzneimittelwirkungen litten, die keine Nebenwirkungen hatten, waren
.,gesund“. Die Sensitivitdt gibt ein Mald dafir, wie viele richtig positive (= genotypische
Analyse ergibt IM oder PM) Befunde ein Test im Vergleich zur Anzahl aller Erkrankten
liefert. Die Spezifitat gibt an, wie viele Patienten vom Test als richtig gesund erkannt
werden. Die Effizienz dieser Diagnostik gibt dann als kombinierte Kennzahl aus positiv
pradiktivem Wert (PPV, positive predicted value) und negativ pradiktivem Wert (NPV,
negative predicted value) ein Maly dafir, wie viele richtig positive und richtig negative
Falle ein diagnostisches Verfahren detektiert. Das Testergebnis wurde im Vergleich zu
einem Gold-Standard ermittelt. Um die Sensitivitdt und Spezifitat fur die Vorhersage des
CYP2D6-Genotyps anhand der unerwlinschte Arzneimittelwirkung zu bestimmen, konnte
keine anerkannte Standardmethode herangezogen werden; deswegen wurde gegen die
Genotypisierung als Gold-Standard getestet.

Die epidemiologische GroRRe ,number needed to harm“ (NNH) wurde berechnet, um die
aufgetretenen unerwinschten Arzneimittelwirkungen unter Einzeldosis zwischen IM und
PM im Vergleich zu EM zu beurteilen. NNH bedeutet die Anzahl der Patienten unter einer
bestimmten Therapie, die erforderlich ist, um (ber eine bestimmte Zeit ein unerwiinschtes
Ereignis zu erzeugen (Kleespies Version Oktober 2005). NNH errechnet sich aus dem
Kehrwert der ,absoluten Risiko Zunahme® (ARI). Die absolute Risiko Zunahme beschreibt
die Differenz aus dem Auftreten des unerwinschten Ereignisses in der experimentellen
Gruppe und dem Auftreten des unerwlinschten Ereignisses in der Kontrollgruppe.

2.3.9 Phanotypisierung fiir CYP2D6

Die Phanotypisierung fur das Enzym CYP2D6 erfolgte mithilfe der Testsubstanz
Dextromethorphan (enthalten in NeoTussan® Hustensaft und Hustenstiller ratiopharm®).
Alle Probanden nahmen zur Nacht eine oder zwei Kapseln Hustenstiller ratiopharm® ein.
Eine Kapsel Hustenstiller enthalt 22 mg Dextromethorphan. Jeder Proband gab eine
Urinprobe vor der Einnahme (To-Wert) und eine Probe des Uber 8 Stunden gesammelten
Urins nach der Einnahme des entsprechenden Dextromethorphans ab (Tg-Wert). Aus der




Probe des Sammelurins wurden die Muttersubstanz Dextromethorphan (DEX) und der
durch O-Desmethylierung entstehende Hauptmetabolit Dextrorphan (DTX) bestimmt. Die
Arzneistoffe wurden mittels High-Performance-Liquid-Chromatographie (HPLC) per
Fluoreszenzdetektion mit Verapamil als internem Standard nachgewiesen (Jurima-Romet
et al. 1997). Die Methode wurde leicht modifiziert angewendet. Das Dextromethorphan-
Verhaltnis (metabolic ratio = MR) zwischen DEX und DTX dient als Index der CYP2D6-
Enzymaktivitat in vivo. Sie wurde aus dem Urin fir jeden Proband auf folgende Weise
bestimmt:

pmol DEX in 0 — 8 h Urinprobe

MR =
pmol DTX in 0 — 8 h Urinprobe

Die metabolische Kapazitat fir CYP2D6 errechnet sich, wie oben beschrieben, aus dem
Quotienten aus den Konzentrationen der Muttersubstanz und des Metaboliten und/oder
des Logarithmus’ des Quotienten. Mit Abnahme dieses Wertes steigt die Schnelligkeit der
Metabolisierung. Poor Metabolizer werden Probanden genannt, deren logaritmierte
metabolische Kapazitat groRer 0,29 ist (Schmid et al. 1985, Sachse et al. 1997).
Abbildung 5 zeigt beispielhaft ein Chromatogramm fir ein EM und einen PM.
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Abbildung 5: Chromatogramme zur Phanotypisierung aus dem Probandenurin.

Dargestellt sind die Peaks von Dextromethorphan, dem Metabolit Dextrorphan und dem internen
Standard Verapamil: a) Chromatogramm eines extensiven Metabolisierers, b) Chromatogramm
eines langsamen Metabolisierers

Zur Bestimmung werden 2000 Einheiten Beta-Glucuronidase werden in 1 ml 0,1 mol/l
Kaliumacetatpufferlésung pH 5,0 gel6st. 1 ml Urin wird damit versetzt und uber Nacht bei
37° C inkubiert. Zu den Probandenproben werden jeweils zwei Vergleichsproben
analysiert. Die Vergleichsproben werden vor der Inkubation zusatzlich mit 50 pl
Dextromethorphan- und 50 yl Dextrorphan- Lésung versetzt. Nach der Inkubation werden
allen Proben mit Ausnahme des Nullwertes der Probanden 50 pl der Verapamil-




Standardlésung hinzugefiigt. Uber eine Festphasenextraktion werden sie aufgereinigt.
Dazu werden Cyanopropyl-(CN-)Saulen verwendet, die mit einer entsprechenden
Vorrichtung auf eine Vakuumkammer gesteckt werden. Die Reinigung und Aktivierung der
Saulen erfolgt zweimal mit je 1 ml Methanol und zweimal mit je 1 ml Aqua bidest.. Die
Uberstande der zentrifugierten Plasmaproben werden auf die S&ulen gegeben und
langsam mithilfe des Vakuums durch die Saulen gezogen. Anschlief3end wird zweimal mit
je 1 ml Agqua bidest gespllt, um wasserlosliche Restbestandteile zu entfernen. Die
Analyten werden mit zweimal 250 ul Extraktionspuffer von der Saule gewaschen und in
Eppendorfgefallen aufgefangen. Diese aufgereinigte Probe wird 20 Minuten bei 4000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande werden in die HPLC-GefaRe Uberfiihrt.

Als Flieimittel fur die HPLC wird ein Gemisch aus 0,25 mol/l Kaliumacetatpuffer pH 4 und
Acetonitril im Verhaltnis 50 : 50 (V/V) hergestellt und verwendet. Die CN-Vor- und
Trennsaule werden eine Stunde vor Analysenbeginn mit der mobilen Phase equilibriert.
Die FlieRgeschwindigkeit betragt 1,2 ml/min bei einer Analysenzeit von elf Minuten. Bei
einer Wellenlange von 270 nm erfolgt die Anregung zur Fluoreszenz, die bei 300 nm
gemessen wird. Das Injektionsvolumen betragt 2 pl.

2.3.10 Genotypisierung

2.3.10.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion, PCR, ist eine Methode zur Herstellung zahlreicher
Kopien eines ausgewahlten DNS-Abschnittes durch enzymatische Vervielfaltigung. Diese
Reaktion wird durch eine thermostabile (Taq) DNS-Polymerase enzymatisch katalysiert
(Mullis et al. 1987). Durch zwei Oligonukleotide, so genannte Primer, werden spezifische
Bindungsstellen im Nukleinsdure-Strang, zu denen sie komplementar sind, geschaffen.
Der DNS-Bereich zwischen diesen Primern wird in den darauf folgenden PCR-Schritten
exponentiell von der Polymerase vervielfaltigt. Der Ablauf der Reaktion erfolgt in Form von
Zyklen mit wechselnden Temperaturen (s. Abbildung 6).

Fir den Ablauf der Reaktion ist ein Reaktionsansatz nétig, der alle Bausteine enthalt, die
fur die Neusynthese eines DNS-Stranges bendtigt werden: Desoxyribonukleotid-
triphosphate (dNTPs), Polymerase, Oligonukleotid-Primerpaar, Puffer und die zu
vervielfaltigende DNS. In einem PCR-Thermocycler wird dieses Gemisch zunachst auf ca.
94° C erhitzt, wodurch sich die doppelstrangige DNS in zwei komplementare
Einzelstrange auftrennt (Denaturierung). Danach kihlt das Gerat das Reaktionsgemisch
auf 45-60°C ab, wobei sich die Temperatur nach dem Schmelzpunkt der verwendeten
Primer richtet. Die Schmelztemperatur ist abhangig von der Anzahl und dem Verhaltnis an
Doppel- und Dreifachbindungen (Adenin-Thymin (A-T)-Bindung doppelt, Cytosin-Guanin
(C-G)-Bindung dreifach). Bei der gewahlten Temperatur, die nicht mehr als finf Grad von
der Schmelztemperatur abweichen darf, ist es den beiden Primern mdéglich, an der ihnen
exakt komplementare Stelle des DNS-Matrizenstranges zu binden (Annealing). Andere,
nicht voll komplementare Primerbindungen kénnen aufgrund der thermischen Energie
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dabei nicht ausgebildet werden. Im darauf folgenden Schritt erfolgt nun die eigentliche
Neusynthese der DNS. Die thermostabile DNS-Polymerase (Tag-Polymerase)
synthetisiert, ausgehend vom 3’-Ende von ihrer Bindungsstelle an den Primern, einen zur
Matrize komplementaren DNS-Strang. Diese Reaktion lauft bei 72° C ab. Durch die
Abfolge des Temperaturschemas im Thermocycler wird die DNS-Menge in jedem Zyklus
verdoppelt. Nach ca. 40 Zyklen liegt eine ausreichende Konzentration DNS zur weiteren
Analyse vor.
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Abbildung 6: Allgemeines Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion.

DNA = Desoxyribonukleinsaure.



2.3.10.2 Besonderheiten der Real-time PCR (RT-PCR)

Die real-time PCR erlaubt es, die DNS, die tatsachlich vervielfaltigt wird, auf einem
Bildschirm zu sehen und dadurch den gesamten Verlauf zu verfolgen.

Es gibt unterschiedliche Ausfuhrungen der RT-PCR. Die im Folgenden beschriebene Me-
thode beruht auf dem TagMan® RT-PCR-Prinzip, mit dem auch in der Klinischen
Pharmazie an der Heinrich-Heine-Universitat gearbeitet wird und die DNS der spater
genannten Probanden analysiert wurde. Beim TagMan® oder auch ,5-Nuclease assay*
liegt zwischen den spezifischen Oligonukleotid-Primern ein zusatzliches, fluoreszens-
markiertes Oligonukleotid, die so genannte ,TagMan-probe“. TaqMan-probes sind
Sonden, die mit einem Reporterprotein (fluoreszierender Farbstoff) und einem Elektronen
aufnehmenden Protein, dem so genannten Quencher, markiert sind. Die
Fluoreszenzemission wird bei der intakten TagMan-Sonde durch die Nahe zum Quencher
unterdrickt. Die Farbstoffe inhibieren sich, so dass kein Proton Ubertragen werden kann
(siehe Abbildung 7). Es entsteht ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, kurz FRET.
Dieser ist distanzabhangig und funktioniert nur, wenn der so genannte Forster-Radius
nicht Gberschritten wird. Der Reporter sitzt am 5’-Ende und ist ein kurzwelliger Farbstoff
wie z. B. ein roter. Der Quencher sitzt am 3’-Ende und ist ein langwelliger Farbstoff wie
z. B. ein griuner. Als Reporter wird bei den oben genannten Methoden Fluorescein (FAM)
und VIC®, als Quencher Rhodamin (TAMRA) verwendet. Die Extinktion von FAM betragt
490 nm, von VIC 530 nm und die Emission liegt bei 530 nm bzw. 575 nm.

Nachdem die DNS denaturiert ist, die TagMan-Sonde an ihr spezifisch komplementares
Stuck der DNS gebunden hat und die Temperatur zur Verlangerungsphase (,annealing®)
wieder abkuhlt, binden auch die Primer an die DNS (Abbildung 7a). Die Tag-Polymerase
wird aktiv und verlangert den Strang der DNS mit Nukleotiden (Abbildung 7b). Wahrend
sie den kodogenen DNS-Strang verdoppelt und an diesem entlang fahrt, spaltet sie die
Tagman®-Sonde ab (Abbildung 7c). Der Reporter wird dabei vom Quencher getrennt, so
dass der Reporter seine erworbene Energie abgibt, ohne dass diese abgefangen wird. Mit
Hilfe eines Computers wird diese Menge qualitativ erfasst. Mit der sich in jedem Zyklus
wiederholenden Denaturierung und Verlangerung, bindet die Sonde und wird wieder
abgespalten. Die Fluoreszenz nimmt stetig zu und kann in Echtzeit (,real time“) detektiert
werden.
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Primer

Abbildung 7: Schema der Polymerase Kettenreaktion nach dem TaqMan®-Prinzip:

a) Anlagerung der Primer und der Sonde an den komplementdren DNS-Strang. An den Enden
befinden sich Reporter (R) und Quencher (Q), b) Verlangerung durch die Tag-Polymerase, c) erst
nach Abspaltung der Reporters vom Quencher durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivitdt der Tag-
Polymerase (Taq) wird die Reporterfluoreszenz messbar und zeigt die Synthese des spezifischen
Zielstranges an.

2.3.10.3 Aufreinigung der DNS aus Vollblut

Da fur die PCR die reine DNS eingesetzt wird, muss die DNS aus den Zellkernen der
Leukozyten der Blutprobe isoliert und aufgereinigt werden. Dazu werden als erstes 20 pl
Proteinase K (QIAmp® DNS Blood Mini Kit, Qiagen, Diisseldorf) und dann 200 pl des
entnommenen EDTA-Blutes in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} pipettiert. Nach der Zugabe von
200 pl Lysis Puffer AL (QIAmp® DNS Blood Mini Kit, Qiagen Diisseldorf) zu jeder Probe
werden sie 15 Sekunden gemixt und anschlieRend bei 56° C fir 10 Minuten im Eppendorf
Thermomixer comfort inkubiert. Zu den nun lysierten Zellen, die DNS freigesetzt haben,
wird 200 pl Ethanol (96-100%) zugesetzt und fur 15 Sekunden gevortexed. Nach dem
Mixen wird kurz zentrifugiert, um Tropfen, die am Rand des Eppendorfgefales




hangengeblieben sind, zu beseitigen. Die Flussigkeit wird in QlAamp Mini spin column
pipettiert (die Saule sitzt auf einem 2 ml Eppendorfgefald) und bei 6000 x g (8000 rpm) flr
1 Minute zentrifugiert. Die Flussigkeit im Eppendorfgefal® wird verworfen. Nun werden 500
ml Puffer AW1 auf den QIAamp Mini spin column pipettiert und bei 6000 x g
(8000 rpm) fir 1 Minute zentrifugiert. Das Filtrat wird wieder verworfen. 500 pyl Puffer AW2
wird auf die Sdule gegeben und fur drei Minuten bei 20000 x g (14000 rpm) zentrifugiert.
Damit die Saule ganz trocken ist, wird anschlieRend fur eine Minute zu gleichen
Bedingungen noch einmal in einem neuen Eppendorfgefal zentrifugiert. Die Saule wird
nun auf ein neues Eppendorfgefal} gesetzt (DNS low bind tube, Eppendorf) und mit
HPLC-reinem Wasser oder Puffer AE (Qiagen, Dusseldorf) fur eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert bevor die DNS aus der Saule bei 6000 x g (8000 rpm)
zentrifugiert wird.

Fur die Quantifizierung der DNS wird der Gehalt durch photometrische Messung der
Absorption bei 260 nm bestimmt und nach dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet.
Das Verhaltnis aus den im Spektrometer gemessenen Absorptionspeaks von der DNS
(260 nm) und dem Absorptionsmaximum von RNS und Proteinen (280 nm) Iasst auf die
Reinheit der verwendeten Proben schlielen. Es wird nur DNS mit einem Quotienten
zwischen 1,7 und 2,0 zur RT-PCR eingesetzt. Die Proben werden anschlieffend im
Klhlschrank bei 8° C gelagert.

2.3.10.4 Genotypisierung des CYP2D6-Gens

Nachdem die DNS isoliert, aufgereinigt und quantifiziert ist, kann man sie auf
entsprechende  Genvariationen untersuchen. Diese Untersuchung nennt man
Genotypisierung. Die einzelnen Basenaustausche im CYP2D6-Gen werden dabei mithilfe
der RT-PCR uber zwei fluoreszenzmarkierte Sonden absolut, also unabhangig von der
eingesetzten DNS-Menge, detektiert. Dies stellt eine reine Detektion des Endpunktes dar.
Eine Quantifizierung ist in diesem Fall nicht moglich, da nicht auf die eingesetzte
Ausgangs-DNS-Menge geschlossen werden kann und das Endprodukt lediglich qualitativ
bestimmt wird. Es werden dabei, wie oben beschrieben, zwei Sonden (ein Reporter und
ein Quencher) eingesetzt, die eine spezifische Basenabfolge aufweisen. Die eine Sonde
bindet an den Wildtyp (sofern vorhanden), die andere bindet komplementar an den
jeweiligen Basenaustausch. Fur die zu untersuchenden Allele CYP2D6*2, *3,*4,*6, *10
und *41 wurden bereits vorgefertigte, validierte Assays der Firma Applied Biosystems
(Foster, USA, CA) eingesetzt (pre-developed assay, PDA und drug metabolizing enzyme
assay, DME) bei denen die Basenfolge der Sonden und Primer nicht bekannt ist. Uber die
jeweilige Farbstoffemission kann der Genotyp folgendermalRen bestimmt werden: Wenn
wahrend der Amplifikation einer Basenabfolge nur ein Farbstoff sichtbar wird, kann der
Patient als homozygoter Wildtyp oder Mutante charakterisiert werden. Werden beide
Farbstoffe emittiert, zeigt der Patient eine Heterozygotie auf, da beide Sonden gebunden
und abgespalten worden sind. Als so genannten Wildtyp bezeichnet man das Allel
CYP2D6*1. Da das Allel CYP2D6*2 in seinen funktionellen Eigenschaften und der
Haufigkeit seines Auftretens (32%) ahnlich zu CYP2D6*1 (36%) ist (Sachse et al. 1997),
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werden beide Allele im Folgenden unter dem Begriff Wildtyp zusammengefasst. Die Allele
CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 und CYP2D6*6, die zu einer Synthese eines inaktiven
CYP2D6 Enzyms fuhren, erklaren in der kaukasischen Bevolkerung uber 96% der PM-
Phanotypen, weshalb sich die molekulare Diagnostik der PM meist auf diese vier Allele
beschrankt (Hersberger et al. 2000). Die Methode zur Detektion des fehlenden Gens
CYP2D6*5, wie auch die Bestimmung der Mehrfachexpression des Gens sind unter
.Relative Quantifizierung“ (s. 2.3.11.5) beschrieben.

Die Genotypisierung erfolgte in der Screening-Phase der klinischen Studie
(Dextromethorphan-Studie; s. 2.7) und wurde einmalig durchgefuhrt. Fur die
Genotypisierung wurden 2-5 ml Blut aus einer groRen Armvene entnommen. Bis zu 400
Ml werden flr die Isolierung der DNS aus den Leukozyten bendétigt. Die restliche Menge
wurde als Rickstellmuster bei -20° C eingefroren.

Ein Reaktionsansatz setzt sich fir die Bestimmung einer Blutprobe wie folgt zusammen:
° TagMan 2X PCR Master Mix (Applied Biosystems) 12,5 ul

. Allelischer Diskriminierungsmix:

CYP2D6*4 pre-developed assay (PDA) 2,5 ul

bzw.

CYP2D6*2, *3, *6, *10 und *41 drug metabolizing enzyme assay (DMEA) 1,25 pl
. Zu untersuchende DNS 20,0 ng
. Wasser (HPLC rein) ad 25 ul

Bei *4 wird zusatzlich ein Ansatz mit AL1- und AL2-DNS (Kontrolle) pipettiert (je 5 pl).

Pro Person wird immer ein doppelter Ansatz prapariert und ein Ansatz ohne DNS,
stattdessen Wasser, flr jede Mutation mit untersucht. Die Proben werden bei folgenden
Zyklusbedingungen analysiert:

- 50°: 2:00 min.
- 95°:10:00 min.
- 92°:0:15s.

- 60°: 1:30 min.

2.3.10.5 Relative Quantifizierung (Delta-Delta C; Methode)

Die Relative Quantifizierung ist eine Methode, um die Anzahl an Genen zu bestimmen.
Prazisiert bedeutet das, fehlende oder mehrfach exprimierte Gene zu detektieren. Die
relative Quantifizierung bietet einen akkuraten Vergleich zwischen dem Verhaltnis des
Expressionsstatus  einer  bekannten  Referenz  (Kalibrator) mit  bekanntem
Expressionsstatus und einer Probe (Target), deren Expressionsstatus unbekannt ist. Die
Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes,
dem so genannten ,threshold cycle“ oder Ci-Wert.




Die Vorteile der relativen Quantifizierung gegenuber konventionellen Methoden, DNS zu
messen, sind die hohe Sensitivitat, das Potenzial flr die hohe Durchschleusung an
Proben (kein Gel-Giellen) und die akkurate Quantifizierung. Um dieses zu erzielen und
experimentelle Fehler kontrollieren zu kdnnen, die durch die Prozesse wahrend der
Extraktion und durch die Vervielfaltigungsmechanismen der DNS entstehen, wird ein
Normalisierungsverfahren angewendet. Es gibt unterschiedliche Verfahren. So kann z. B.
auf die Probengrofle normalisiert werden, auf die gesamte DNS-Menge oder auf das
Messen einer internen Referenz bzw. eines Housekeeping-Gens. Housekeeping-Gene
sind Gene, die in allen Koperzellen, unabhangig von aulleren Einflissen, mit gleicher
Anzahl (meist zwei) exprimiert werden.

Um eine Deletion des CYP2D6-Gens (CYP2D6*5) oder auch eine Mehrfachexpression
des Gens zu detektieren, ist eine absolute Quantifizierung nicht sensitiv genug. Fur die
quantitative Erfassung eines Gens ist eine exakte Ausgangsmenge nétig. Deswegen ist
eine relative Quantifizierung erforderlich. In der vorliegenden Arbeit wurde auf ein
Housekeeping-Gen, hier dem Albumin (Schaeffeler et al. 2003), normalisiert und so die
Expression des CYP2D6-Gens quantifiziert. Die relative Quantifizierung wurde nach der
Delta-Delta-Ci-Methode (Livak et al. 2001) durchgefiihrt, die im Folgenden naher
beschrieben wird.

Die exponentielle Vervielfaltigung der DNS wird im idealen Fall durch die folgende
Gleichung beschrieben:

Xn=Xo % (1 +Ey)"

(X, = Anzahl der Molekule zum Zyklus n, X, = Anzahl der Molekule zu Zyklusbeginn, E, = Effizienz
der Vervielfaltigung, n = Anzahl der Zyklen)

Bei der relativen Quantifizierung wird eine Sequenz des Referenz-Gens (hier: Albumin)
und eine Sequenz des Targetgens (hier: CYP2D6) vervielfaltigt; einmal von einer
Kalibrator-DNS (Probe mit bekanntem Expressionsstatus) und einmal einer unbekannten
Probe. Die allgemeine oben beschriebene Gleichung lasst sich entsprechend der obigen
Gleichung auf die Referenz-DNS Ubertragen:

Rg = Ro x (1 + Eg)“'R=Kg

(Rr=der Zyklus, an dem der Schwellenwert des Referenzgens uberschritten wird, Rq = die Anzahl
der initialen Referenzgene, Eg = Effizienz der Amplifikation des Referenzgens, C; g = ,threshold-
cycle” des Referenzgens, Kr = Konstante der Referenz)

Aquivalent kann man die Gleichung fir das Referenzgen in eine Gleichung fir das
Targetgen (Rr) umformulieren, so dass sich auch aus dem Verhaltnis der beiden

RT/ RR= KT/KR =K

eine Kostante (K) ergibt.
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In der RT-PCR mit dem TaqMan®, bei der Sonden eingesetzt werden, hangen Ry und Rg
von Faktoren innerhalb der PCR ab, beispielsweise der Abspaltung der Sonden, Grolie
und Beschaffenheit des Reporter-Farbstoffs, der zu amplifizierenden Sequenzfolge und
deren Effekt auf die Fluoreszenz. Eine Vorraussetzung fir die Vergleichbarkeit von
Referenzgenamplifikation und Targetgenamplifikation sind ahnliche Effizienzen dieser zu
vergleichenden Systeme. Solange die Effizienzen von Ziel- und Referenzgen sehr dhnlich
sind, muss E nicht gleich 1 sein, da sie in Relation zueinander gesetzt werden. Wenn die
Vorraussetzungen innerhalb der Ansatze gleich sind, sollte jedoch die Vervielfaltigung
aquivalent verlaufen.

Die Effizienzen der Amplifikationen zweier Gene (der Referenz und des Targetgens)
kénnen verglichen werden, indem eine Verdlinnungsserie flr beide Gene erstellt und
unter den gegebenen Bedingungen vervielfaltigt wird. Mit Hilfe der C-Werte werden
Standardkurven fur die jeweiligen Gene in ein Diagramm aufgetragen. Die Effizienz
berechnet sich aus der folgenden Gleichung:

E=10¢"9 1

Dabei beschreibt S die Steigung der Standardkurve. Eine Steigung m (gemald der
Geradengleichung y = mx + b) von -3,32 bedeutet somit eine Effizienz von 100%, d. h.
eine Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus. Wenn m = -3.58 ist, ergibt sich eine Effizienz
von 90%. Der C+-Wert wird jeweils aus der Kurve der RT-PCR (auf dem Bildschirm)
abgelesen. Die Differenzen der Ci-Werte beider Verlaufe werden schliellich gegen den
Logarithmus der Probenmenge aufgetragen (s. Abb. 5). Effizienzen sind vergleichbar,
wenn bei dieser Gegenuberstellung die Steigung der Regressionsgeraden <0,1 ist.

ET:ER:E

Daraus ergibt sich, dass auch R;/ Rgr sowie To/ Ry im Verhdltnis gleich sind, also die
Differenzen der Ci-Werte bei jeder Verdinnung konstant sind.

To/ Rox (1+E)“1- “g =K

=Xy x(1+E) ™2 =K

Expressionsdifferenzen von Genen werden durch das Verhaltnis einer unbekannten
Probe zum Kalibrator erkannt. Jedes Xy der unbekannten Probe (q) wird durch das Xy des
Kalibrators (cb) dividiert:

Kx (1+E)"e

Verhéltnis =
KX (1 + E)ACth

wobei gilt: AC; q = C; Targetgen - C; Referenzgen und AC; cb = C, Targetgen - C, Referenzgen

Der sich daraus ergebende Delta-Delta Ci-Wert ergibt sich fir jede Probe:




= (1 + E) -AA Ct

Wenn die PCR-Effizienzen des Targetgens und der endogenen Kontrolle vergleichbar
sind, kann die Formel zusammengefasst und normalisiert werden zu:

= (1 + E) -AACt = 2 —AACt

Fir die relative Quantifizierung ist es wichtig, ein geeignetes Gen als Referenz zu wahlen.
Da die Expressionslevel in unterschiedlichen Geweben und unter unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen variieren kénnen, wird fir Bestimmung der Anzahl an
Genen des CYP2D6 die modifizierte Methode (Schaeffeler et al. 2003) verwendet. Zur
Validierung dieser Methode an der Klinischen Pharmazie und Pharmakotherapie an der
Heinrich-Heine-Universitat in Disseldorf wurden zunachst 50 Proben intern durch eine
weitere Person validiert (s. Tabelle 13 im Anhang). Die Ergebnisse stimmten mit den
zuvor erhobenen Uberein. Zur externen Validierung wurden 10 Proben ausgewahlt, in
denen alle zu bestimmenden Mutationen CYP2D6*2, *3, *4, *5, *6 enthalten waren. Diese
wurden an Epidauros Biotechnologie AG zur Genotypisierung versandt. Alle von der
Firma ermittelten Probenergebnisse stimmten mit unseren Ergebnissen Uberein.

2.3.11 Wiener Test System

2.3.11.1 Allgemeines zum psychologischen Testverfahren

Das Wiener Test System (WTS) ist ein computergestiitztes psychologisches
Testverfahren, das Anfang der 1990er Jahre von der Firma Dr. G. Schuhfried GmbH in
Form einer Apparatur, unter anderem, als universelles Testsystem fir die Messung von
Konzentrations- und Aufmerksamkeitsfahigkeit im StralRenverkehr (nach
Fahrerlaubnisverordnung FeV nach Anlage 5) entwickelt wurde. Das Wiener Test System
ist fur die Leistungsuntersuchung zur Fahrgastbeférderung nach den genannten
gesetzlichen Anforderungen entwickelt worden und wird z. B. bei Trunkenheit am Steuer
eingesetzt (Schuhfried 1996). Es ist eine standardisierte, validierte Testbatterie, mit denen
die verkehrspsychologisch relevante Fahigkeiten Belastbarkeit, Orientierungs-,
Konzentrations- und Aufmerksamkeitsleistung sowie Reaktionsfahigkeit werden mit
diesem Testpaket untersucht werden.

Fur die Studie wird ein Testpaket von sechs Tests aus dem WTS verwendet. Zum einen
besteht es aus dem validierten FeV 5 Nr. 2, der eine Zusammenstellung aus funf
Testformen zur Konzentrations- und Reaktionsfahigkeit umfasst, zum weiteren ein
Vigilanztest, der nach Quatember und Maly die Aufmerksamkeit der Probanden testet
(Maly et al. 1980, Quatember et al. 1980).

Die einzelnen Testformen des gesamten Testpakets sind im Folgenden aufgefiihrt und
erlautert:

1. Reaktionstest (RT): Test zur Messung der Reaktionszeit auf optische und
akustische Reize.
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2. Linienverfolgungstest (LVT): Der LVT ist ein visueller Wahrnehmungstest zur
Erfassung der konzentrierten gezielten Wahrnehmung. Einfache Strukturen in
einem komplexen Umfeld sollen zielgerichtet verfolgt werden, um die visuelle
Wahrnehmungsleistung zu messen.

3. Determinationstest (DT): Der DT ist ein komplexer Mehrfach-Reiz-
Reaktionstest, der die reaktive Belastbarkeit, Aufmerksamkeitsstérungen und
Reaktionsgeschwindigkeit bei fortlaufend geforderten schnellen und
unterschiedlichen Reaktionen auf rasch wechselnde optische und akustische
Reize testet.

4. Cognitrone  (COG): Allgemeiner Leistungstest zur Erfassung von
Aufmerksamkeit und Konzentration.

5. Tachistoskopischer Verkehrsauffassungstest (TAVTMB): Verfahren zur Prufung
der optischen Wahrnehmung. Er bietet eine eindimensionale Erfassung der
,Uberblicksgewinnung®.

6. Der Vigilanztest (VIGIL) misst die Reaktion auf selten auftretende Springe
eines bewegten Lichtreizes.

7. Zur Auswertung der Studie werden der unter erstens genannte Reaktionstest
(RT) und der unter sechstens genannte Vigilanztest (VIGI) herangezogen. Bei
diesen beiden Tests wird die Messung der Reaktionszeit als ein objektiver
Messparameter fiur die Auswirkungen der zentralnervisen unerwlinschten
Wirkungen wie Mdudigkeit, Schwindel und Abgeschlagenheit herangezogen.
Dextromethorphan wirkt antagonistisch am NMDA-Rezeptor, was zu einer
Einschrankung der kognitiven Funktionen wie Reaktion fihren kénnte (s. 1.6.4).

8. Messungen zur Einschrdnkungen des Reaktionsvermégens und der
Aufmerksamkeit werden weit verbreitet zur Bewertung der Fahrtlchtigkeit nach
Pharmakaeinnahme eingesetzt (Ebert et al. 1999, Larsen et al. 1999,
Lautenbacher et al. 2002). Besonders Arzneistoffe, die zentral dampfend
wirken, werden hierbei gestestet (Bundesanstalt fir Strassenwesen 1997,
Gaertner et al. 2006).

2.3.11.2 Vigilanz und der Vigilanztest (VIGIL)

Der Einfluss von Dextromethorphan auf die Vigilanz in Abhangigkeit des Genotyps soll
gemessen werden. Es gibt drei Formen des Phanomens der Aufmerksamkeit (Schuhfried
Mai, 2006): Die erste Komponente wird als generelle Wachheit bezeichnet. Die zweite
Komponente des Aufmerksamkeitsprozesses ist die selektive Aufmerksamkeit. Selektiv
deshalb, weil relevante Merkmale einer gestellten Aufgabe fokussiert und erfasst,
irrelevante dagegen unterdrickt werden missen. Sie ist eng mit dem Begriff der
Konzentrationsfahigkeit verknlpft, da Konzentration als kurzzeitige, mehrere Minuten
dauernde, aktive Hinwendung der Aufmerksamkeit verstanden wird. Die dritte Form der
Aufmerksamkeit ist die Vigilanz. Sie wird als Daueraufmerksamkeit (oder im Gegenteil



Schlafrigkeit) definiert. Sie ist die primare ZielgroRe, die in der Studie gemessen wird. Die
Vigilanz bezeichnet die Aufrechterhaltung der Aufmerksamkeitsleistungen Uber einen
langeren Zeitraum. Relevante Stimuli, die typischerweise nur sehr selten und in
unregelmaligen Intervallen erscheinen, missen unterschieden werden von zahlreichen
irrelevanten Stimuli. Nach Davies und Parasuraman wird die Daueraufmerksamkeit als die
kontinuierliche ~ Wiederholung von  Aufmerksamkeitsoperationen  gekennzeichnet
(Parasuraman 1984). Eine typische Vigilanzleistung erbringt z. B. ein Radarbeobachter,
der Uber lange Zeit hinweg aufmerksam sein muss, um auf seinem Bildschirm ein Signal
zu entdecken, welches sich gegen irrelevante Hintergrundreize abhebt (Sturm 1989).

Ein Vigilanztest wird durchgefihrt, um die Starke eines typischen Leistungsabfalls zu
messen. Mit zunehmender Testdauer unter gleich bleibenden Bedingungen lasst bei
jedem Menschen die Aufmerksamkeit nach (Mackworth 1964). Als Referenzzeitraum
gelten dazu meist 30 Minuten. Der Leistungsabfall wird durch eine Monotonie der Aufgabe
und die fehlende Rickmeldung, die so genannte Verstarkung, der Versuchsperson
wahrend der Testverlaufs erklart (Jasper et al. 1956).

Aus einer Vielzahl von Vigilanzexperimenten haben sich folgende Kriterien bewahrt:

. Gefordert wird eine Versuchsdauer von mindestens 25 Minuten, wahrend der von
der Versuchsperson ununterbrochene Wachsamkeit verlangt wird.

. Die relevanten Signale sollten unregelmafig und ohne Vorwarnung erscheinen.

. Die relevanten Signale sollten nicht die sog. ,unwillkirliche Aufmerksamkeit"
erwecken, d. h. sie werden von den meisten Beobachtern als ,schwach" (von
geringer Intensitat) empfunden.

. Die relevanten Signale sollten selten auftreten. Meist werden maximal 60 kritische
Reize pro Stunde empfohlen.

Diese Kriterien werden vom Vigilanztest, der in der Testbatterie implementiert ist, erfullt.
Der Vigilanztest dauert 27 Minuten.

2.3.11.3 Reaktion und der Reaktionstest (RT)

Mit einem Reaktionstest ist die Messung der Reaktionszeit als Einfachwahlreaktion und
bei einfachen Mehrfachwahlreaktionen mdglich. Beim Reaktionstest, der fur diese Studie
ausgewahlt wurde, stehen die Reizmodalitdten Licht/Ton und die Merkmale
Rot/Gelb/Weil3 zur Verfligung, so dass sich unterschiedliche Reizkonstellationen zur
Reaktionszeitmessung herstellen lassen. Diese konnen von Einzelreizen bis hin zu
gleichzeitig oder sequentiell dargebotenen Reizkombinationen reichen. Die in der Studie
verwendete Form misst die Reaktionszeit auf optische und akustische Reize. Der
Reaktionstest vereinigt sequentielle als auch parallele Verarbeitungsmechanismen. Um
den komplexen Vorgang der Reizverarbeitung in Gehirn einfacher verstandlich zu
machen, ist er in Abbildung 8 schematisch aufgegliedert.

Unter der Reaktionszeit versteht man im Allgemeinen die Zeit zwischen einem Reiz und
einer beobachtbaren Reaktion des Individuums. In der Literatur wird die Reaktionszeit
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definiert als die Zeit, die zwischen einem Signal und dem Beginn der mechanischen
Bewegungsantwort vergeht, unter der Instruktion, mdglichst schnell zu reagieren (Dorsch
1994). Da es sich hier um Genauigkeiten im Millisekundenbereich handelt, muss das
eingesetzte Testinstrument sehr zuverlassig und genau sein.

Um eine ausschlieBliche und moglichst genaue Messung der Reaktionszeit zu
gewahrleisten, sollte die Reizkonstellation so einfach wie moglich gestaltet sein. Damit
wird verhindert, dass der Proband auf etwaige andere Reize reagiert. Beim verwendeten
Test wird die Reaktionszeit zwischen dem méglichst raschen Betatigen einer Drucktaste
auf eine Kombination eines akustischen und eines visuellen Reizes (Farbe Gelb und Ton)
hin gemessen. Mit seiner Reaktion beantwortet der Proband nur die Frage, ob eine
bestimmte Reizkonstellation vorgelegen hat. Diese bekommt er in der Instruktion
mitgeteilt. Das bedeutet, die Leistung, fur die die Zeit verbraucht wird, ist eine
Gedachtnisleistung: Der Proband muss die dargebotene Reizkonstellation als die
relevante wiedererkennen. Wenn diese, wie beim Reaktionstest, einfach zu behalten ist,
handelt es sich dennoch nicht um einen Gedachtnistest. Gemessen wird immer das, was
Variabilitdt in der Testleistung verursacht. Uber die Variabilitat dieser Reaktionszeiten ist
bekannt, dass sie bei vergleichsweise einfach strukturierten Reizen hauptsachlich von der
aktuell im Gedachtnis verfligbaren Menge an relevanten Reizen abhangt. Variiert die
Menge relevanter Reize nicht, so kann die intra- und interindividuelle Variabilitat in der
Reaktionszeit nur noch von der variabel erbrachten Wiedererkennungsleistung abhangen
(modifiziert nach Schuhfried, 2006).

Sens. Arbeitsgedichtnis Reaktion
Eingang
Rot
Rot &
Rot Gelb
Rot & Reak-
Gelb Gelb Ton tion
S
Ton

\—J

Abbildung 8: Grundannahmen eines sequentiellen und eines parallelen Reizverarbeitungs-
modells.

Das Modell ist angewandt auf die Situation beim Reaktionstest des Wiener Test Systems; modifi-
ziert nach Schuhfried, 2006).




2.312 Fragebogen

2.3.12.1 Fragebogen zum Auftreten von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen

Jeder Studienteilnehmer erhielt zu jeder Kapseleinnahme einen Fragebogen, in dem er
Fragen zu eventuell aufgetretenen Nebenwirkungen beantworten musste (s. Abbildung 9).

) g Fragebogen zu:
: Phénotypisierung und Genotypisierung als Diagnos|
HEINRICH HEINE 2&ur Erhéhung der Arzneimittelsicherheit am Beispiel

" Dextromethorphan:
UNIVERSITAT L
- Studie bei gesunden Probanden T e
DUSSELDORF g A
Studien-ID: Geburtsdatum:

Kapselnummer:

Fragebogen zu unerwiinschten Wirkungen nach der Einnahme nach einer Kapsel der Studienmedikation.
Bitte geben Sie an, ob und wenn welche unerwiinschten Wirkungen bei lhnen nach Einnahme der Kapsel
aufgetreten sind. Bei Fragen wenden Sie sich bitte an Frau Stephanie R6hm.

Befinden in den ersten 24 Stunden (1.Tag):

Benommenheit, Schwindel
Ubelkeit

Miidigkeit

Kopfschmerzen

Euphorie

Schlafstérungen

Joooonm

Keine Beschwerden

Sonstige Probleme

nein

gl

ja wenn ja, welche:

Abbildung 9: Fragebogen zum Auftreten von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen nach
der Einnahme einer Studienkapsel.

2.3.12.2 Online-Fragebogen zur erneuten Arzneimitteleinnahme nach Kenntnis des
eigenen CYP2D6-Genotyps

Es wurde ein Fragebogen entwickelt, der retrospektiv die klinische Relevanz der
Genotypen PM und IM auf die Arzneimitteltherapie erfasste (s. Abbildung 10). Hier wurde
gefragt, ob und wie sich die Einstellung auf eine erneute Einnahme von
Dextromethorphan verandert hat. Ob das Verhalten der Probanden durch die Kenntnis
des Genotyps auf eine zukunftige Pharmakotherapie Einfluss nimmt, sollte des Weiteren
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evaluiert werden. Der Online-Fragebogen wurde mit einem Anschreiben und dem
entsprechenden Link an alle ehemaligen Studienteilnehmer verschickt. Mit Hilfe der
ersten Frage, die nach dem Namen fragte, wird auf den Genotyp, das Alter und
Geschlecht geschlossen. Da man die Befragten durch die Studie persénlich kannte, war
die Anonymisierung nicht gegeben. Die Fragen zwei und drei sind so genannte ,Dummie*-
Fragen. Sie wurden nicht zur Auswertung herangezogen, sollten dem Teilnehmer aber
helfen, sich in die Situation zurlckzuversetzen. Erfragt wurde das Befinden nach der
damaligen Dextromethorphan-Einnahme. Fragen vier und funf zielten daraufhin, ob sie
Dextromethorphan bzw. andere Arzneimittel erneut einnehmen wirden. In Frage sechs
und sieben wollten wir wissen, ob die Kenntnis des Genotyps fur die Probanden einen
Einfluss auf die zukilnftige Arzneimitteltherapie hat.

1. Wie heil’en Sie?

Ja Nein Weil} ich nicht
2. Hatten Sie nach der Einnahme von

Dextromethorphan unerwiinschte O O O
Wirkungen?

3. Unter welchen unerwiinschten Wirkungen

litten Sie? (Mehrfachantworten maoglich)

Keine Beschwerden
Benommenheit
Ubelkeit
Kopfschmerzen
Midigkeit

Euphorie
Schlafstérungen

OO0 0000 O0o

Sehr gut Gut  Eher schlecht Sehr schlecht Weil nicht

4. Wie fuhlten Sie sich nach der e) O ®) @) @)
i ?
Einnahme? Ich stimme lch stimme Ich lehne Ich lehne  \yeip nicht
voll zu eher zu eher ab vollig ab
5. Ich werde Dextromethorphan ohne
Bedenken erneut einnehmen @) @) O O O
6. Ich werde andere Arzneimittel ohne
Bedenken einnehmen o O O O O
7. Seit Kenntnis meines Genotyps, bin ich
mit Arzneimitteln aufmerksamer und frage O O O O O

bezuglich der Verstoffwechselung nach

Abbildung 10: Online-Fragebogen zur erneuten Arzneimitteleinnahme nach Kenntnis des
eigenen CYP2D6-Genotyps.



3 Material

3.1

3.2

3.3

3.3.1

DNS-Isolierung

QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen, Dusseldorf)

Genotypisierung

Human serum albumin exon 12 forward primer: 5-TGTTGCATGAGAAAACGCCA-3’
Human serum albumin exon 12 reverse primer: 5-GTCGCCTGTTCACCAAGGAT-3'
Human serum albumin exon 12 TagMan Sonde:
5-AAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGNT

Reporter = 5'FAM und Quencher = 3' TAMRA

CYP2D6*4 predevelopped assay (PDA); Part number 4312555, (Applied
Biosystems; Branchburg, New Jersey, USA)

CYP2D6*2 drug metabolism genotyping assay; Assay ID C_27102425, (Applied
Biosystems; Branchburg, New Jersey, USA)

CYP2D6*3, drug metabolism genotyping assay; Assay ID C_32407232 (Applied
Biosystems; Branchburg, New Jersey, USA)

CYP2D6*10, drug metabolism genotyping assay; Assay ID C_32407243,
(Applied Biosystems; Branchburg, New Jersey, USA)

CYP2D6*41 drug metabolism genotyping assay; Assay ID C_34816116,
(Applied Biosystems; Branchburg, New Jersey, USA)

Wasser (HPLC rein)

HPLC

Arzneistoffe und Reagenzien

Beta-Glucuronidase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Dextromethorphan (Hoffmann-La-Roche AG, Basel, Schweiz)

[(+)-cis-1, 3, 4, 9, 10, 10a-Hexahydro-6-methoxy-11-methyl-2H-10, 4a-
iminoethano-phen-anthren]

Dextrorphan (Hoffmann-La-Roche AG, Basel, Schweiz)

[(+)-cis-1, 3, 4, 9, 10, 10a-Hexahydro-6-hydroxy-11-methyl-2H-10, 4a-
iminoethano-phenanthren]



Material

- Kaliumhydroxid (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Neo-Tussan®, Wirkstoff Dextromethorphan (Novartis Consumer Health,

Minchen, Deutschland)

- Hustenstiller ratiopharm®, Wirkstoff Dextromethorphan (Ratiopharm, Ulm,

Deutschland)

- Verapamil (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)

- [(+)-5-[3, 4-Dimethoxyphenethyl)methylamino]-2-(3, 4-dimethoxyphenyl)-2-

isopropyl-valeronitril]

3.3.2 Losungsmittel und Losungen

Alle Substanzen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit der héchsten im Handel
befindlichen Reinheit verwendet. Fir die Lésungsmittel sind die Gefahrenhinweise und

Sicherheitsratschlage angegeben.

Acetonitril, HPLC grade (Merck, Darmstadt, D)

Eisessig (Merck, Darmstadt, D)

Methanol, HPLC grade (Merck, Darmstadt, D)

Dextromethorphan Extraktionspuffer

Dextromethorphan Standardlésung

Dextrorphan Standardlésung

Kaliumacetatpuffer

Kaliumacetatpuffer

Kaliumacetatpuffer

Methanol 50%

Verapamil Standardlésung

R 11-23/24/25 S 16-27-45

R 10-35
R 11-23/25
20:80

10 pg/mi
10 pg/mi
0,5 mol/l
pH 3,5
0,25 moll/l
pH 4,0

0,1 mol/l
pH 5,0
50:50 (V/V)
10 pg/mi

S 23-26-45
S 7-16-24-45

Kaliumacetatpuffer (0,1
mol/l, pH 5,0)/Acetonitril

in 50% Methanol

in 50% Methanol

28,5 ml/l Eisessig

ad pH 3,5 mit konz. KOH
14,3 ml/I Eisessig

ad pH 4,0 mit konz. KOH
5,72 ml Eisessig

ad pH 5,0 mit konz. KOH
Methanol/Aqua bidest

in 50% Methanol



3.3.3

3.4

HPLC-Apparatur

LC Workstation Class LC10 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

SIL-10A-Autoinjektor (Shimadzu, Kyoto, Japan)

LC-10AT-Pumpe (Shimadzu, Kyoto, Japan)

RF-10A-Fluoreszenzdetektor (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Spherisorb C6-Vorsaule (CS-Chromatographie, Langerwehe, Deutschland)
17 x 4 mm Innendurchmesser, 5 ym Partikelgrée

Spherisorb C6-Trennsaule (CS-Chromatographie, Langerwehe, Deutschland)
150 % 4,6 mm Innendurchmesser, 5 ym PartikelgroRe

Class-VP Software, Version 5.03 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Verbrauchsmaterialien

Aqua ad iniectabilia (Pharmacia & Upjohn, Erlangen, Deutschland)
Blutaufreinigungsréhrchen (Quiagen, Diusseldorf, Deutschland)
Eppendorf tubes, DNS low bind tube 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems; Branchburg, New
Jersey, USA)

Bond-Elut-CN-Extraktionssaulen (Varian, Harbor City, USA)
400 um PartikelgréRe, 100 mg/ml Saulenvolumen

Leerplasma (Blutspende der wissenschafltichen Mitarbeiter der Klinischen
Pharmazie, Universitat Disseldorf, Deutschland)

Eppendorfgefalle (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Monovette 5 ml (Sarstedt, Nuembrecht, Deutschland)

Butterfly (Sarstedt, Nuembrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl (Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland)
Pipettenspitzen mit Filter 100ul (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Pipettenspitzen ohne Filter 10 pl, 100 ul, 1ml (VWR, Deutschland)
Sarstedt-Rohrchen (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)



Material

3.5

3.6

Laborgerate

Fotometer (Thermo Scientific, Wisconsin, USA)

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Eppendorf Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Kuahltruhen, -20° C, -80° C (Kryotec, Hamburg, Deutschland)
Magnetruhrer (Heidolph, Kehlheim, Deutschland)

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Singapore)
pH-Meter (Knick, Berlin, Deutschland)

Schuttelinkubator (OSFT-HS-R, CLF Laborgerate GmbH, Emersacker,
Deutschland)

Vakuumkammer Vac-Elut (CS-Chromatographie, Langerwehe, Deutschland)
Vakuumpumpe (KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland)
Vortexer (Heidolph, Kehlheim, Deutschland)

Software

Microsoft Excel, Version fur Microsoft Office XP (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA)

SPSS, Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA)
Wiener Test System 6.3 (Schuhfried GmbH, Osterreich)




4 Ergebnisse

4.1 Wissenstest und Umfrage uber die Pharmakogenetik

Insgesamt wurden 202 Personen (80 Apotheker in ihrer Offizin, 42 niedergelassene Arzte
und 80 Patienten in den gewahlten Apotheken) befragt (R6hm et al. 2008). Die Umfrage
wurde erst durchgefuhrt, nachdem das mdindliche Einverstandnis der Apothekenleiter
erteilt wurde. Alle Bogen wurden vollstéandig ausgefullt und fur die Auswertung verwendet.
Antworten zu Verstandnisfragen wurden wahrend der Beantwortung erteilt. Die richtigen
Antworten wurden bei Interesse mit den Befragenten im Anschluss besprochen. Die
Charakteristika der Befragten sind in Tabelle 2 dargestellit.

Tabelle 2: Charakteristika der Befragten

Apotheker Arzte Patienten
Anzahl der Befragten 80 42 80
Geschlecht (weiblich) 42% 29% 66%
Alter (Mittelwert in Jahren und
Standardabweichung) 42£10,0 43£T7.7 49
Berufsjahre (Mittelwert und 15+ 102 15+7.9 i

Standardabweichung)

Im Wissenstest unterschieden sich Arzte und Apotheker in der richtigen Beantwortung mit
einer Ausnahme einer Frage nicht. Es zeigte sich, dass Apotheker, im Gegensatz zu
Arzten, CYP2D6 als polymorphes Enzym kannten bei dem es zu arzneimittelbezogenen
Problemen kommen kann. Obwohl bei dieser Frage zwei von drei Enzymen frei erfunden
waren, wussten die Arzte nicht die richtige Antwort (42% vs. 5%, p<0,05). Die Ergebnisse
des Wissenstests von Arzten und Apothekern ist in Abbildung 11 dargestellt. In punkto
Arzneimittelverstoffwechselung konnten 75% der Apotheker im Unterschied zu 62% der
Arzte korrekt erklaren, was ein Polymorphismus ist. Auch die Frage, die die
Arzneimittelverstoffwechselung von CYP2D6 thematisierte (s. Tabelle 3, Frage 5), wurde
von Arzten und Apothekern dhnlich richtig beantwortet (64% vs. 69%). 43% der Arzte und
28% der Apotheker beantworteten weiterhin die Frage nach Beachtung der Dosierung
eines langsamen Metabolisierers vollstandig richtig (s. Tabelle 3, Frage 6). Die
Ergebnisse des Wissenstest sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Rlchtlge Antworten in Prozent der Fragen des Wissenstests von Arzten und
Apothekern. In dunkelgrau dargestellt sind die Ergebnisse der Apotheker, in hellgrau die der Arz-
te. *=p<0,05

In den Fragen aulerhalb des Wissenstests stellen sich die Ergebnisse wie folgt dar: Die
meisten Arzte (90,5%) und Apotheker (72,5%) hatten den Begriff der Pharmakogenetik
schon gehort, nur 13% der Arzte und 48% der Apotheker konnten ihn jedoch genau
erklaren. Die Patienten sind in hohem Mal} bereit, pharmakogenetische Untersuchungen
durchflhren zu lassen (73% bzw. 50% in Bezug auf Arzneimittel bzw. Krankheiten), 60%
der Befragten sehen aber die Krankenkassen in der Pflicht, die Kosten zu bernehmen.
Wenn man aus diesem Kollektiv Patienten herausfiltert, die einer Dauermedikation
unterliegen, wirden sogar fast alle (95% der Befragten) ihren Genotyp testen lassen und
93% mochten die Beratung von Arzt und Apotheker in Anspruch nehmen. Die
abschlieende Frage zur Fortbildungsbereitschaft zu diesem Thema wurde von 57% der
Apotheker und 88% der Arzte bejaht. Die Ergebnisse der Umfrage sind in Tabelle 3
dargestellt.



Tabelle 3: Fragenzusammenstellung und Ergebnisse (% richtige Antworten) der Umfrage
bei Arzten, Apothekern und Patienten

Apotheker Arzte Patienten

I. ALLGEMEINE FRAGEN
1. Haben Sie den Begriff Pharmakogenetik schon einmal gehort?4
a) Ja 72% 90% 9%
b) Nein
1.a Kénnen Sie ihn erkldren bzw. was stellen Sie sich darunter vor?# 48% 13% 3%
2. Mochten Sie personlich wissen, ob Sie genetische Variationen aufweisen, die
Einfluss haben auf
a) die Wirkung von Arzneimitteln X X a) 73%
b) die Entstehung von Krankheiten b) 50%
3. Wer soll die pharmakogenetische Diagnostik bezahlen?
a) Krankenkasse

X X a) 60%

b) Kosten trage ich selber

1l. WISSENSTEST®

4. Was bedeutet Polymorphismus?

a)_Auftreten einer Genvariation in der Population mit einer Haufigkeit von mehr als 1% 75% 62%
b) Erniedrigte/ erhohte Chromosomenzahl

¢) Synonym fiir Mutation

5. Welche Auswirkungen konnen Verdnderungen an arzneistoffmetabolisierenden

Enzymen haben?

a) Veranderte Halbwertszeit 64% 69% X
b)_ Veranderte Wirkung eines Pharmakons

c) Vermehrtes Auftreten von unerwiinschten Wirkungen

6. Was muss bei der Behandlung eines langsamen Metabolisierers (PM) beachtet
werden?
a) Die Dosis muss erhéht werden 28% 43% X
b)_Die Dosis muss erniedrigt werden
c)_Je nach Medikament kann die Dosis erh6ht oder erniedrigt werden

7. Bei welchen der folgenden Cytochrom P450-Subtypen treten gehauft
medikamentenbezogene Polymorphismen auf?

a) CYP23A4 42% 5%* X
b).CYP2D6

c) CYP14K5

8. Was schatzen Sie, wie viele Arzneistoffe werden iiber CYP2D6 verstoffwechselt?

a) Weniger als ein Zehntel 0 6

b)_Mehr als ein Zehntel, aber weniger als die Halfte 30 % e X
c) Fast alle

9.Welche der folgenden Antidepressiva werden liber CYP2D6 verstoffwechselt?

a) Sertralin

b)_Fluoxetin 6% 7% X
c) Doxepin

d) Amitriptylin

10. Wiirden Sie Fortbildungsveranstaltungen besuchen, bei denen Sie angefangen

von den genetischen Grundlagen bis iiber die arzneimittelbezogenen Probleme,

die Krankheiten und die ethisch-rechtliche Situation zur adaquaten Beratung

umfassend informiert wiirden? 2

a) Ja 57% 88% X

b) Nein

Grau unterlegt oben = allgemeine Fragen, grau unterlegt unten = Wissenstest, A = % positive Ant-
worten, # = % richtige Antworten, ° = % richtige Antworten; richtige Antworten sind unterstrichen,
x = Fragen nicht gestellt, * = p<0,05.



Ergebnisse

4.2 Verordnungsanalyse uber CYP2D6-abhangig verstoffwechselte
Antidepressiva und Neuroleptika

Es wurden 172 Datensatze von Patienten aus einer psychiatrisch-neurologischen Praxis
in der Region Koln im Zeitraum von drei Wochen und 1706 Rezepte einer Apotheke aus
einem Zeitraum von 25 Werktagen aufgenommen. Aus den Patientenakten der Praxis
ging hervor, dass 81 Verordnungen fur 80 Patienten, die psychisch erkrankt waren,
geschrieben wurden. In der Apotheke gingen 67 Rezepte ein, auf denen Antidepressiva
und/oder Neuroleptika verschrieben waren. In beiden untersuchten Zentren waren Frauen
doppelt so haufig betroffen wie Manner (53 : 27 bzw. 48 : 19). Das Alter der Patienten aus
der Praxis betrug im Median 67 Jahre, das der Kunden der Apotheke 57 Jahre. In einer
Arbeit von Wittchen et al. von 2000 wird ausgefuhrt, dass Analysen der Inzidenzkurven
darauf hindeuten, dass sich Depressionen grundsatzlich in jeder Altersstufe manifestieren
kénnen (Bijl et al. 2002, Wittchen 2005). Die kumulative Ersterkrankungsinzidenz steigt ab
der Adoleszenz kontinuierlich an und flacht demnach in der funften Lebensdekade etwas
ab. Nach Befunden des Bundesgesundheitssurveys ist ein Erstauftreten vor dem 20.
Lebensjahr eher selten; sowohl fir Frauen als auch fir Manner liegt der Gipfel des
mittleren Ersterkrankungsalters (eine depressive Episode oder Dysthymie) in den ersten
Jahren der vierten Lebensdekade (Frauen: 31,7 Jahre, Manner: 33 Jahre). Die
entsprechenden Inzidenzraten aus einer Arbeit von Bijl und Kollegen betragen 4,45 pro
100 Personenjahre fur Manner und 6,94 fir Frauen (eine Erkrankung nach Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM IlI-R)) (Bijl et al. 2002). Somit bestatigen die
Daten aus der regionalen Analyse die demographischen Daten zu psychischen
Erkrankungen in Deutschland. Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 4
zusammengefasst.

Tabelle 4: Ubersicht der ermittelten Daten aus der psychiatrisch-neurologischer Praxis und
der Apotheke

Psychiatr.-
neurolog. Praxis Apotheke
Alle Patienten/Verschreibungen 172 1706
Psychiatrische Patienten 80 67
Median Alter (Spanne) [Jahre] 67 (11-97) 57 (19-91)
Verschreibungen der AD und NL 81 79
CYP2D6 unabhéangige NL-
Verschreibungen 30 (37%) 26 (33%)
CYP2D6 unabhangige AD-
Verschreibungen 17 (21%) 17 (21%)
CYP2D6-abhangige NL 19 (23%) 10 (13%)
CYP2D6-abhangige AD 15 (19%) 26 (33%)

NL = Neuroleptika, AD = Antidepressiva, CYP2D6 = Zytochrom P450 2D6.




Die Analyse der Patientenakten aus der Praxis ergab unter 80 Patienten Verschreibungen
von insgesamt 49 Neuroleptika und 32 Antidepressiva, wovon 19 (23%) CYP2D6-
abhangige Neuroleptika und 15 (19%) CYP2D6-abhangige Antidepressiva waren (s.
Abbildung 12). Auf den in der Apotheke eingegangenen Rezepten wurden insgesamt 79
Neuroleptika und Antidepressiva verschrieben: 36 Neuroleptika und 43 Antidepressiva,
von denen 10 (13%) bzw. 26 (33%) CYP2D6-abhangig sind. Amitriptylin (4x in der
Arztpraxis, 12x in der Apotheke) und Risperidon (je 7x in Praxis bzw. Apotheke) sind die
beiden Arzneistoffe der jeweiligen Stoffklasse, die am haufigsten verordnet wurden. Fast
die Halfte (42%) der Uber drei Wochen verschriebenen Antidepressiva und Neuroleptika
aus der Praxis werden CYP2D6-abhangig verstoffwechselt. Die Ergebnisse der Apotheke,
die nicht in unmittelbarer Nahe der Arztpraxis lokalisiert ist, sind ahnlich in Bezug auf die
Anzahl der CYP2D6-abhangig verstoffwechselten Arzneimittel: 46% der verschriebenen
Psychopharmaka sind CYP2D6-abhangig verstoffwechselte Antidepressiva und
Neuroleptika.

Nicht Giber CYP2D6

verstoffwechselte
Antidepressiva: 21%

Nicht liber
CYP2D6
verstoffwechselte
uroleptika: 37%

=

N

CYP2D6-abhéangig
verstoffwechselte
Antidepressiva:
19%

CYP2D6- abhéngig
verstoffwechselte
Neuroleptika:
23%

Abbildung 12: In der arztlichen Praxis verschriebene Antidepressiva und Neuroleptika.

Orange schraffiert = Anteil (%) nicht Gber CYP2D6 verstoffwechselte Neuroleptika, orange = Anteil
(%) uber CYP2DG6 verstoffwechselte Neuroleptika: Fluphenazin (n=3), Perphenazin (n=3),
Promethazin (n=4), Risperidon (n=7), Zuclopenthixol (n=2), gelb schraffiert = Anteil (%) nicht Uber
CYP2D6 verstoffwechselte Antidepressiva, gelb = Anteil (%) Gber CYP2D6 verstoffwechselte Anti-
depressiva: Amitriptylin (n=4), Clomipramin (n=1), Doxepin (n=1), Fluoxetin (n=2), Imipramin (n=1),
Mirtazapin (n=2), Paroxetin (n=2), Trimipramin (n=2).
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Nicht iiber CYP2D6
verstoffwechselte
Antidepressiva: 21%

Nicht iiber CYP2D6
verstoffwechselte
Neuroleptika: 33%

CYP2D6- abhingig
verstoffwechselte
Antidepressiva:
33%

Abbildung 13: In der Apotheke verschriebene Antidepressiva und Neuroleptika.

Orange schraffiert = Anteil (%) nicht Gber CYP2D6 verstoffwechselte Neuroleptika, orange = Anteil
(%) uber CYP2D6 verstoffwechselte Neuroleptika: Haloperidol (n=1), Promethazin (n=2),
Risperidon (n=7), gelb schraffiert = Anteil (%) nicht tber CYP2D6 verstoffwechselte Antidepressi-
va, gelb = Anteil (%) Uber CYP2D6 verstoffwechselte Antidepressiva: Amitriptylin (n=12),
Clomipramin (n=1), Fluoxetin (n=3), Imipramin (n=2), Paroxetin (n=2), Trimipramin (n=6).



4.3 Pharmakogenetische Studie mit Dextromethorphan

4.3.1 Charakteristika der Probanden

Insgesamt bestand die Gesamtpopulation aus 149 Probanden, unterteilt in 15 PM, elf IM
und 123 EM. Die zur Ergebnisanalyse herangezogenen Daten der Probanden waren
heterogen; nicht alle erhobenen Daten waren fir jeden Probanden verfugbar. Fir 141
Probanden sind sowohl Geno- als auch Phanotyp bestimmt worden. Davon lagen bei 58
Probanden Plazebo-kontrollierte Daten fur aufgetretene unerwinschte Wirkungen sowie
fur die Reaktionszeiten des Reaktionstests und des Vigilanztests im WTS nach den
jeweiligen Dosen vor. Im Mittel betrug das Alter der Probanden 28 + 10,3 Jahre. Ein PM
brach die Studie nach der ersten Kapsel wegen zu starker unerwlnschter
Arzneimittelwirkungen ab. Nach Entblindung wurde festgestellt, dass der Proband die
doppelte Dosis erhalten hatte.

Tabelle 5 charakterisiert die Probanden der Gesamtpopulation und die einzelnen
Kollektive entsprechend der jeweiligen Untersuchungsmethoden (Genotyp, Phanotyp,
unerwlnschte Arzneimittelwirkungen, Probanden des Wiener Test Systems).
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Tabelle 5: Charakteristika der in die Studie eingeschlossenen Probanden

Probanden-Charakeristika n (%)
Gesamtpopulation 149 (100)
Alter in Jahren (Mittelwert) [Bereich] 28 [20-80]
Geschlecht

Weiblich 115 (77,2)

Méannlich 34 (22,8)
Genotypen

EM 123 (82,5)

IM 11 (7,4)

PM 15 (10,1)
Phanotypen

EM 117 (78,0)

IM 11 (7,3)

PM 13 (8,6)
UAW-Bobgen
Gesamtkollektiv 121 (100,0)
Alter in Jahren (Mittelwert) [Bereich] 27,0 [22-55]
Geschlecht

Weiblich 90 (74,4)

Méannlich 31 (25,6)
Genotypen

EM 100 (82,6)

IM 8 (6,6)

PM 13 (10,7)
Vigilanztest
Gesamtkollektiv 44 (100,0)
Alter in Jahren (Mittelwert) [Bereich] 28,8 [22-40]
Geschlecht

Weiblich 32 (72,7)

Mannlich 12 (27,3)
Genotypen

EM 36 (81,8)

IM 3(6,8)

PM 5(11,4)
Reaktionstest
Gesamtkollektiv 43 (100,0)
Alter in Jahren (Mittelwert) [Bereich] 25,9 [22-40]
Geschlecht

Weiblich 31 (72,1)

Mannlich 12 (27,9)
Genotypen

EM 35 (81,4)

IM 3 (7,0)

PM 5(11,6)

EM = CYP2D6 extensive Metabolisierer, IM = CYP2D6 intermediare Metabolisierer, PM = CYP2D6
langsame Metabolisierer. n = Anzahl der Probanden, wenn nicht anders angegeben.



4.3.2 Geno- und Phanotypisierung fiir das Enzym CYP2D6

4.3.21 Ergebnisse der Real-Time-PCR

Die Bestimmung der Anzahl der CYP2D6-Gene wurde Uber eine relative Quantifizierung
durchgefliihrt. Das Gen, das fur Albumin codiert, wurde dabei als Referenzgen gewahlt.
Voraussetzung flr ein Referenzgen ist, dass es bei der Amplifikation dieselbe Effizienz
wie das Zielgen hat. Denn die Effizienzen der Vervielfaltigung der in Relation gestellten
Gene, also des Zielgens CYP2D6 und des Referenzgens fir Albumin, missen
vergleichbar sein (Livak and Schmittgen 2001). Die Uberpriifung der Reaktionseffizienz
geschieht mit Hilfe einer Standardkurve, die zuvor Uber unterschiedliche DNS-
Konzentrationen erstellt worden ist. Die Anderung im Ct-Wert dividiert durch die Anderung
in der Kopienzahl, ergibt die Steigung m der Standardgerade y = mx+b. Die Steigung
einer Reaktion wird fur die Bestimmung der exponentiellen Amplifikation und der
Reaktionseffizienz verwendet (s. 2.3.10.5). Abbildung 14 zeigt die Amplifikationen und die
vergleichbaren Effizienzen des Referenzgens Albumin (schwarzes Quadrat) und des
Zielgens CYP2D6 mit den entsprechenden Regressionsgeraden (Albumin= schwarze,
durchgezogene Linie, CYP2D6= graue, gestrichelte Linie). Unter der Voraussetzung, dass
bei der Ermittlung der Anzahl der Gene flr alle Proben dieselbe Menge DNS eingesetzt
wird, pro Zyklus diese Menge verdoppelt, Albumin konstant mit zwei Genen exprimiert
wird (Housekeeping-Gen) und die Effizienzen der Vervielfaltigung der beiden Gene
miteinander vergleichbar sind, kann in der exponentiellen Phase uber die Anzahl der
Zyklen auf die Anzahl der Gene geschlossen werden.

Die zwei Standardkurven (Referenz- und Zielgen) sind in Abbildung 15 dargestellt.

¢ CYP 2D6
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y =-3.4044x + 31.738
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Abbildung 14: Ermittelte Effizienzen aus den Amplifikationsplots des Referenzgens Albumin
(schwarzes Quadrat) und des Zielgens CYP2D6 (graue Raute).

Ci-Wert = Zyklus, bei dem der Schwellenwert zur Detektion Uberschritten wird, log total ng DNS =
Logarithmus der gesamten Menge DNS, die eingesetzt wurde, in Nanogramm (ng).
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Delta Rn vs Cycle
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Abbildung 15: Darstellung der Amplifikationplots zur Ermittlung der Anzahl an CYP2D6 Ge-
nen in Relation zu Albumin (fehlend oder dupliziert).

a) Ermittlung des Delta C; aus der Differenz der Zyklen von Albumin und CYP2D6 fir den
Kalibrator, b) Ermittlung des Delta C; aus Differenz der Zyklen von Albumin und CYP2D6 fir die
unbekannte Probe (sample unknown), c¢) Ermittlung des Delta Delta C; aus der Differenz des jewei-
ligen Delta C; Werte von Kalibrator und unbekannter Probe.

Die Detektion der Allele CYP2D6*2, *3, *4, *6, *10 und *41 erfolge mit vorentwickelter,
validierter Assays der Firma Applied Biosystems. Da die Sonden an das jeweilige
komplementare DNS-Strangteilstiick (Wildtyp oder polymorphes Allel) binden und bei
Vervielfaltigung wieder abgespalten werden, kann Uber die unterschiedliche
Farbmarkierung der Sonde der Genotyp bestimmt werden. Abbildung 16 zeigt beispielhaft
die Detektion des heterozygoten Allels CYP2D6*2 (Abbildung 16d), des homozygoten
Wildtyps CYP2D6*3 (Abbildung 16e) und des homozygot mutanten Allels CYP2D6*4
(Abbildung 16f). Die nicht exponentiell verlaufenden Linien zeigen, dass nichts
vervielfaltigt wurde; es ist der Kontrollansatz mit Wasser statt DNS (NTC, no template
control).
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Abbildung 16: Darstellung der Ampilifikationplots zur Ermittlung der CYP2D6 Allele.

d) Zwei Amplifikationsplots der Allele CY2D6*2: eine fir die Amplifikation der Mutante, eine fiir die
des Wildtyps. Die Person ist heterozygot fir CYP2D6*2. NTC = Wasser statt DNS (no template
control, e) Amplifikationsplot des Alleles CYP2D6*3: homozygot Wildtyp. NTC = Wasser statt DNS
(no template control, f) Amplifikationsplot des Alleles CYP2D6*4: homozygot Mutante.
NTC=Wasser statt DNS (no template control).

CYP2D6 = Zytochrom P450 2D6, mu = Mutante, wt = Wildtyp.
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4.3.2.2 Genotypisierung

Es wurden insgesamt 149 Personen genotypisiert. Es wurden die Polymorphismen
CYP2D6 *2, *3, *4, *5, *6, *10 und *41 untersucht. Die Haufigkeiten der aufgetretenen
Single Nukleotide Polymorphismen (SNP) bei der Genotypisierung sind in Tabelle 6 im
Vergleich zu den Pravalenzen der Single Nukleotide Polymorphism (SNP) aus der
Literatur aufgeflihrt. Die errechneten Prozentsatze der ermittelten Daten sind mit der
Literatur vergleichbar. Darlber hinaus wurden die Ergebnisse auch durch eine interne und
externe Validierung von zehn ausgewahlten DNS-Proben bestatigt (s. Tabelle 14 und 15
im Anhang). Die Auswahl der Proben fur diese externe Validierung wurde dabei so
getroffen, dass alle polymorphen Allele (CYP2D6*3, *4, *5, *6), die detektiert wurden,
einbegriffen waren.

Die Pravalenz der einzelnen Allele in der Population weist eine hohe Variabilitat zwischen
den Bevolkerungsgruppen auf. Die Angaben in Tabelle 6 beziehen sich auf die
untersuchte Gesamtpopulation, die nicht ausschliel3lich aus Kaukasiern bestand. Da nicht
jede Person zwei Allele tragt, sondern null (bei *5/*5, einer kompletten CYP2D6
Gendeletion) bis drei (in der untersuchten Gesamtpopulation wurden nicht mehr
gefunden), beziehen sich die prozentualen Angaben bei 149 Probanden nicht auf 298
Allele, sondern in diesem Fall auf 293 Allele. Es wurden neun Probanden mit drei Allelen
identifiziert, zwei PM hingegen hatten kein CYP2D6-Gen und bei 12 Probanden lag nur
ein Gen vor. Eine groRere Anzahl als drei Gene wurde nicht gefunden. CYP2D6*4 ist das
Allel mit der groRten Haufigkeit (18,3%), *10 tritt als zweithaufigstes auf (12,2%). Unter
den 149 genotypisierten Probanden fanden sich 15 PM, elf IM und 123 EM.




Tabelle 6: Vergleich der Haufigkeiten des Auftretens einzelner Single Nukleotide Polymor-

phismen (SNP) der vorliegenden Studie mit Literaturdaten (Marez et al. 1997, Sachse et al.
1997, Griese et al. 1998)

Genotyp Studiendaten Sachse etal.  Griese et al. Marez et al.

2008 1997 1998 1997

CYP2D6*1 30,9% 36,4% 35,6% 32,2%
CYP2D6*2 24,3% 35,0% 28,5% n. u.
CYP2D6*3 2,0% 2,0% 1,0% 1,6%

CYP2D6*4 18,3% 20,7% 19,5% 15,6%
CYP2D6*5 4,1% 2,0% 4,1% 6,9%
CYP2D6*6 2,0% 0,9% 1,3% 1,0%
CYP2D6*10 12,2% n. u. n. u. n. u.
CYP2D6*41 3,1% n. u. n. u. n. u.
CYP2D6*Xx2, 3,1% 0,5% 1,0% n. u.

(Duplikation)
n =149 n =589 n=195 n =672

CYP2D6*1 = Wildtyp, CYP2D6*2 bis *41 = Allelvariationen, CYP2D6*Xx2 = Duplikation eines Al-
lels, n = Anzahl der Probanden, n. u. = nicht untersucht.

4.3.2.3 Phanotypisierung

Aus dem Gesamtkollektiv wurde bei 141 Probanden der Phanotyp bestimmt. Die anderen
acht Probanden haben ihren Urin entweder nicht abgegeben oder nahmen andere
Arzneimittel ein, die mit der Wirkung bzw. dem Abbau von Dextromethorphan
interagierten. Bei zwei Probanden (1,48%) war kein Metabolit mehr nachweisbar. Die
logarithmierte Metabolisierungskapazitat lag im Mittel bei -2,09 + 0,88. Unter den 141
phanotypisierten Probanden fanden sich 13 PM, 11 IM und 117 EM. Damit lag der
Prozentsatz an PM (9,2%) im Bereich von Angaben der Literatur (Bertilsson 1995, Zanger
et al. 2004), der Anteil der IM (7,8%) jedoch deutlich darunter. URM kénnen mit 22 mg
Dextromethorphan phanotypisch nicht eindeutig diskriminiert werden, da schon bei
normaler Metabolisierungsgeschwindigkeit nach acht Stunden nur geringe Mengen
Dextrorphan im Urin nachweisbar sind. Tabelle 7 gibt die Grenzen der mit
Dextromethorphan gemessenen Metabolisierungskapazitaten an. Die zur Diskriminierung
der drei Genotypen EM, IM und PM in der Literatur beschriebenen Grenzen der MRpgx
von log 0,029 (-0,53) und log 0,29 (-1,53), konnten in der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf, Institut fur Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie, durch den Abgleich
mit der Genotypisierung bestatigt werden (s. Abbildung 18).
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Tabelle 7: Grenzwerte fiir die Kategorisierung von PM, IM und EM nach der
Phéanotypisierung mit Dextromethorphan

Aktivitat Log Dextromethorphan n
zu Dextrorphan

hohe ("normale") Enzymaktivitat

= extensive metabolizer (EM) <-1,53 17
geringe Enzymaktivitat _
= intermediate metabolizer (IM) -1,53 bis -0,53 1
keine Enzymaktivitat
>-0,53 13

= poor metabolizer (PM)

n = Anzahl

Das Histogramm, das die Haufigkeitsverteilung der metabolischen Kapazitat fir CYP2D6
in der untersuchten Population darstellt, 1asst eine dreigipflige Verteilung zwischen EM, IM
und PM vermuten (Abbildung 17). Am haufigsten trat der Phanotyp EM auf (links vom
ersten grauen Trennstrich). Dieser zeigt eine logarithmierte Gauss’sche Normalverteilung.
Auf vier Kommastellen genau wurde die Metabolisierungskapazitat berechnet und der
Ubergang zwischen IM und PM verlauft flieRend. Die phanotypische Einteilung in EM, IM
und PM mit Hilfe der beschriebenen Grenzen (s. Tabelle 7) ist signifikant (ANOVA mit
anschlielender Tukey-Kramer Adjustierung fur multiple Testungen, p<0,01). Bei einem
Probanden war kein Dextrorphan mehr nachweisbar. Dieser hat damit theoretisch eine
Metabolisierungskapazitdt von minus unendlich Ig0. Hier wurde das metabolische
Verhaltnis auf 0,0001 gesetzt, um einen Wert zu erhalten. Es ist die hochste
Metabolisierungskapazitat fir CYP2D6, die, ausgedrickt als Logarithmus des Quotienten
aus Dextromethorphan zu Dextrorphan (log MR), -4 ergibt. Die geringste
Metabolisierungskapazitat, die nachgewiesen werden konnte, lag bei einem Verhaltnis
Muttersubstanz zu Metabolit von 4,74 (log = 0,68).
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Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung der metabolischen Kapazitit (MR) fiir die drei CYP2D6
Genotypen EM, IM und PM in Diisseldorf bei 141 untersuchten gesunden Probanden.

Nach der GréRRe der metabolischen Kapazitat erfolgte die Einteilung (von links bis zur ersten grau-
en Unterteilung) in extensive (EM), intermediare (IM) bis zur zweiten grauen Abtrennung und da-
hinter langsame Metabolisierer (PM).

4.3.2.4 Korrelation des CYP2D6 Geno- und Phanotyps

Fir 141 Probanden wurden sowohl Geno- als auch Phanotyp erhoben und konnten
korreliert werden. Bei allen Personen, die phanotypisch den langsamen Metabolisierern
zuzuordnen waren, wurden zwei Mutationen identifiziert, die zusammen zu einer
fehlenden Enzymaktivitdt von CYP2D6 flhren, so dass durch die Bestimmung des
Genotyps der Phanotyp vorhergesagt werden kann und umgekehrt. Fur drei PM und
einen IM wurde exakt der Grenzwert zu IM bzw. EM berechnet (= -1,52, MEANS
Procedure). Die Probanden, die keinen der CYP2D6*3, *4, *5, *6, *10 oder *41
Polymorphismen oder die Kombination Wildtyp mit einem der genannten Allele hatten,
sind als wt/wt und wt/*0 und wt/*01 zusammengefasst dargestellt. 83 EM verteilten sich
Uber eine logarithmierte metabolische Kapazitat von -4,00 bis -1,54.

Reprasentativ fur die Heterozygoten unter den EM wurden wt/*4-Probanden
herausgesucht und separat aufgeschlisselt. Das CYP2D6*4 Allel wurde als Beispiel
gewahlt, da es die hochste Auftretenswahrscheinlichkeit hat. Obwohl gerade diese
Personen als genotypisch heterozygot und in der Literatur oftmals als IM charakterisiert
werden, zeigen sie phanotypisch keinen eingeschrankten Metabolismus fur CYP2D6. Alle
wurden als EM eingestuft und haben keine verlangsamte Metabolisierungskapazitat (s.
Abbildung 18). lhre (logarithmierte) metabolische Kapazitat verteilt sich ahnlich wie die der
wt/wt-Gruppe. CYP2D6*0 wurde als Bezeichnung flr ein nicht funktionstlichtiges Allel
gewahlt, so dass *0/*0 als PM benannt wurden. IM wurden als *0/*01 benannt, da sie ein
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Allel tragen, das zur eingeschrankten Aktivitat (=*01) des CYP2D6 fuhren (CYP2D6*10
oder*41) und ein Allel, das fir ein nicht funktionstiichtiges Allel (CYP2D6*3, *4, *5, *6)
codiert (=*0). In der Gruppe der EM (mit homozygoter Mutation CYP2D6*2 oder *1 oder
dem Vorliegen der Kombination von CYP2D6*1 bzw. *2 und der Mutation CYP2D6*10
bzw. *41) lagen die Werte der metabolischen Aktivitat im Mittel bei —2,42 + 0,43 (n = 117).
In der Gruppe der IM (=*0/*01) lag die logarithmierte Metabolisierungskapazitat im Mittel
mit —1,17 + 0,27 (n = 11) somit niedriger als bei den EM. Die logarithmierte
Metabolisierungskapazitat der PM lag im Mittel bei 0,08 £ 0,45 (n = 13). Nur bei drei
Personen lasst die Phanotypisierung einen ultraschnellen Metabolismus vermuten. Ob
dies zutrifft, kann mit Dextromethorphan als Testsubstanz nicht zuverlassig ausgesagt
werden.
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Abbildung 18: Korrelation des Genotyps zur metabolischen Kapazitit von CYP2D6 (log
MRpex)-

Eine Population von n = 141 wurde mit Dextromethorphan phéanotypisiert. Die Abszisse zeigt das
logarithmierte metabolische Verhaltnis fir Dextromethorphan (log MRpex). Genotypen sind mit der
Anzahl der Personen links aufgefihrt. CYP2D6*3, *4, *5, *6 wurden mit *0 als Symbol fur ein nicht
aktives Allel zusammengefasst, CYP2D6*10 und *41 als *01 eingeschrankt aktiv. *0/*0 = PM,
*0/*01 = IM, wt = Wildtyp, wt/*4 = Wildtyp/Allel, wt/wt x1,5 bezeichnet drei Allele.




4.3.3 Unerwiinschte Wirkungen nach Dextromethorphaneinnahme

4.3.3.1 Auswertung der Fragebogen

Es wurden insgesamt n = 241 unerwilnschte Arzneimittelwirkungs- (UAW)- Bdgen
eingereicht. Die Ergebnisse der Angaben von unerwinschten Wirkungen nach der
Einnahme von Plazebo, einer Einzeldosis und einer Doppeldosis Dextromethorphan sind
in Abbildung 19 dargestellt. Die Balken zeigen die prozentuale Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von unerwinschten Arzneimittelwirkungen in der Gesamtpopulation,
unabhangig von Art und Haufigkeit. Es Iasst sich erkennen, dass in der Gesamtpopulation
29,0% unerwunschte Arzneimittelwirkungen nach Einzeldosis (=22mg
Dextromethorphan) und 33,7% nach Doppeldosis (=44 mg Dextromethorphan)
aufgetreten sind. Der Plazebo-Effekt lag bei 13,8%. Unterschiede fir alle auftretenden
unerwinschten Arzneimittelwirkungen wurden jedoch unter Einzeldosis und Doppeldosis
berechnet (Fisher's Exact Test nach Boferroni-Holm-Adjustierung, p<0,01).
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Abbildung 19: Auftretenswahrscheinlichkeit unerwiinschter Wirkungen in der Gesamtpopu-
lation nach Plazebo, Einzel- (22 mg) und Doppeldosis (44 mg) Dextromethorphan.

n = Anzahl der Probanden, *= im Gesamtkollektiv ist p<0,05. Im Balken ist die Anzahl der Proban-
den aufgefuhrt.
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Genotypisch subkategorisiert, konnten unter Plazebo 49 EM, drei IM und 6 PM, unter
Einzeldosis 73 EM, acht IM, 12 PM und unter Doppeldosis 70 EM, neun IM und 11 PM in
die Analyse einbezogen werden. Es liegen insgesamt 14 Fragebogen von PM zur
Auswertung vor, wovon zwei Doppelmessungen waren, da die unerwlnschten
Arzneimittelwirkungen einmal nach Einnahme Dextromethorphan nach der
Phanotypisierung und spater im Rahmen der Plazebo-kontrollierten Studie abgefragt
wurden. Diese Doppelmessungen wurden zur Auswertung herausgenommen; so dass
sechs PM in die vorliegende Auswertung unter Plazebo, 12 unter Einzeldosis und elf unter
Doppeldosis eingingen. Bei Differenzierung der Gesamtpopulation nach den drei
Genotypen wird deutlich, dass der Plazebo-Effekt bei IM (33,3%) und PM (16,6%) hoher
als bei EM (13,8%) liegt. Der scheinbar hohe Prozentsatz bei den IM lasst sich durch die
kleine Anzahl IM-Probanden (n = 3) und PM-Probanden (n = 6) zuruckfuhren. 17,8% aller
aufgetretenen unerwunschten Arzneimittelwirkungen nach Einzeldosis treten bei EM auf
und 22,8% der EM leiden nach Doppeldosis unter unerwiinschten Arzneimittelwirkungen.
Im Vergleich dazu treten 75,0% und 62,5% unerwinschte Wirkungen nach Einzeldosis
bei PM bzw. IM auf. Es wird erkennbar, dass der Grolteil der in der Gesamtpopulation
aufgetretenen unerwiinschten Wirkungen von IM und PM angegeben wurden. Die
prozentualen Angaben der unerwinschten Wirkungen unter doppelter Dosis sind mit
denen der Einzeldosis nur bei EM vergleichbar. PM und IM leiden gegenuber EM mehr
unter unerwinschten Arzneimittelwirkungen unter Einzel- wie auch unter Doppeldosis
(Chi-Quadrat mit Fischer Adjustierung). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 20
dargestellt.
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Abbildung 20: Aufgliederung der Auftretenswahrscheinlichkeit in Prozent unerwiinschter
Wirkungen unter Plazebo, Einzeldosis (22 mg) und doppelte Einzeldosis (44 mg)
Dextromethorphan in Abhédngigkeit des Genotyps.

UAW = unerwiinschte Arzneimittelwirkungen, n = Anzahl der Probanden, EM = extensiver
Metabolisierer, IM = intermediarer Metabolisierer, PM = langsamer Metabolisierer. Im Balken ist die
Anzahl der Probanden aufgeflhrt. *= p<0,05
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Es wurden 93 unerwinschte Wirkungs-Bogen fur die Gesamtpopulation nach Einnahme
einer Einzeldosis ausgewertet, bei denen insgesamt 45 einzelne unerwiinschte
Wirkungen angekreuzt wurden. Bei 90 Bdgen aus der Befragung nach Doppeldosis
wurden 71 einzelne unerwiinschte Wirkungen angegeben. Die Auswertung dieser Bogen
nach den Angaben der einzelnen abgefragten unerwlinschten Arzneimittelwirkungen lasst
Unterschiede erkennen. In der Gesamtpopulation wurden nach Einzeldosis am haufigsten
Kopfschmerzen angegeben (14-mal), gefolgt von Schwindel/Benommenheit und
Schlafproblemen (13-mal bzw. 9-mal). Unter Doppeldosis ergab sich folgendes Ergebnis:
Schwindel/Benommenheit wurde als haufigste unerwinschte Arzneimittelwirkung
angegeben (16-mal), gefolgt von Kopfschmerzen, Mudigkeit (je 14-mal) und Ubelkeit (13-
mal). Die Ergebnisse fir die Gesamtpopulation unter Plazebo, Einzel- und Doppeldosis
zeigt Abbildung 21.
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Abbildung 21: Prozent einzelner unerwiinschter Wirkungen in Prozent unter Plazebo, Ein-
zeldosis (22 mg), Doppeldosis (44 mg) Dextromethorphan in der Gesamtpopulation.

a) n = 58 unter Plazebo, b) n = 93 unter Einzeldosis, c) n = 90 unter doppelte Einzeldosis sind die
Prozent der differenzierten aufgetretenen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) dargestellt.
*= unter den Genotypen ist p<0,05.
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Wie in Abbildung 22 dargestellt, verteilen sich diese Ergebnisse folgendermalien auf die
Genotypen EM, IM und PM: Unter Plazebo wurden von EM dreimal Mudigkeit, einmal
Kopfschmerzen, einmal Schwindel und einmal Schalfprobleme angegeben, von einem PM
Kopfschmerzen, einem Schlafprobleme und einem IM Schwindel.

Unter Einzeldosis gaben 13 von 73 EM an, unter unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
(UAW) zu leiden. Insgesamt gab es 19 einzelne Nennungen, wobei von sechs Probanden
zwei unerwunschte Wirkungen angekreuzt wurden. Kein EM gab mehr als zwei
unerwlnschte Wirkungen an. Von diesen 13 EM nannten die meisten Kopfschmerzen
(9,6%) oder Schwindel (6,9%). Unter den acht IM-Probanden hatten drei keine
unerwunschten Arzneimittelwirkungen. Insgesamt lagen von ihnen sieben Nennungen
vor. Die meisten litten dabei unter Schwindel/Benommenheit (37,5%) und
Schlafstérungen (25,0%). PM hatten die meisten unerwiinschten Wirkungen. Unter den
12 PM wurden insgesamt 19 unerwlinschte Arzneimittelwirkungen angegeben. Sie gaben
hauptsachlich an, unter Kopfschmerzen zu leiden (50,0%). Im Vergleich zu den anderen
Genotypen litten besonders PM zudem unter Schlafstérungen (50% unter Einzeldosis vs.
72,7% unter Doppeldosis). Auch zwei von acht IM nach Einzeldosis bzw. von neun nach
Doppeldosis gaben dies an, jedoch nach beiden Dosen nur je ein EM. EM litten nach
Einnahme einer Doppeldosis hauptsachlich an Kopfschmerzen (11,4%) und Mudigkeit
(10,0%). IM litten am meisten unter Benommenheit/Schwindel (44,4%). PM gaben 72,7%
unter Schlafstérungen zu leiden. Euphorie wurde nur unter Doppeldosis von zwei EM
angegeben. Es wird deutlich, dass EM insgesamt deutlich weniger an unerwlnschten
Wirkungen litten. Der Unterschied im Auftreten von Schwindel/Benommenheit, Midigkeit
und Schlafstérungen ist in der Gesamtpopulation unter Einzel- und Doppeldosis
signifikant (Chi-Quadrat-Test; p<0,05). Die Unterschiede im Auftreten unerwlnschter
Arzneimittelwirkungen unter Doppeldosis sind starker ausgepragt als die unter
Einzeldosis. So gaben IM nach der Einnahme der doppelten Dosis haufiger an unter
Ubelkeit (22,2%), Kopfschmerzen (33,3%), Schwindel (44,4%) und Schlafproblemen
(22,2%) zu leiden. Bei PM trat im Vergleich zur Einzeldosis haufiger Ubelkeit unter
Doppeldosis auf (Chi-Quadrat-Test; p =0,004). Die Werte in absoluten Zahlen sind
zusatzlich in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Um nicht nur Gruppenunterschiede, sondern auch Unterschiede im Detail zwischen den
einzelnen Genotypgruppen zu bestimmen, wurden die unerwinschten
Arzneimittelwirkungen einzeln unter jeder Dosis gegeneinander (EM-IM, EM-PM, IM-PM)
mit einer multivariaten Analyse (ANOVA) nach Bonferroni-Holm-Adjustierung getestet.
Unter Plazebo unterschieden sich die Genotypen nicht. Unter Einzeldosis treten bei PM
und IM gegeniber EM haufiger Benommenheit/Schwindel und Schlafstérungen (p<0,01)
auf. Weiterhin waren PM gegeniber EM miuder (p<0,01). Nach Gabe einer Doppeldosis
litten PM und IM gegentuber EM auch unter mehr Benommenheit/Schwindel und
Schlafstérungen (p<0,05). PM sind gegenlber EM haufiger mide und ihnen war Ubel
(p<0,05).
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Abbildung 22: Prozent einzelner unerwiinschter Wirkungen unter Plazebo, Einzel- (22 mg)
und Doppeldosis (44 mg) Dextromethorphan in Abhédngigkeit vom Genotyp.

a) n = 58 unter Plazebo, b) n = 93 unter Einzeldosis und c¢) n = 90 unter Doppeldosis sind die Pro-
zent der differenzierten aufgetretenen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) der Genoty-
pen EM (schwarz schraffierter Balken), IM (grau schraffierter Balken) und PM (hellgrau schraffierter
Balken) unterschieden, *p<0,05.
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Tabelle 8: Ubersicht der unerwiinschten Wirkungen in der Gesamtpopulation und den Ge-
notypen extensive Metabolisierer (EM), intermedidre Metabolisierer (IM) und langsame
Metabolisierer (PM)

a)

Allgemeines Auftreten der UAW

Dosis 0 (Omg DEX) 1 (22mg DEX) 2 (44mg DEX)
Gesamtpopulation 8/58 27/93 30/90
(n/n(gesamt))
Genotypen
EM 6/49 13/73 16/70
IM 1/3 5/8 6/9
PM 1/6 9/12 8/11

EM = extensive Metabolisierer, IM = intermedidre Metabolisierer, PM = langsame Metabolisierer,
UAW = unerwiinschte Arzneimittelwirkung, n = Anzahl

b)
Auftreten einzelner UAW
Schwin-  Ubel- Kopf- Mudig- Schlafpro- Eupho-
del keit schmerzen keit bleme rie
Dosis 0 (Omg DEX)
Gesamtpopulation 2/58 0/58 2/58 3/58 2/58 0/58
(n/n(gesamt))
Genotypen
EM 1/49 0/49 1/49 3/49 1/49 0/49
IM 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
PM 0/6 0/6 1/6 0/6 1/6 0/6
Dosis 1 (22mg DEX)
Gesamtpopulation 13/93 3/93 14/93 6/93 9/93 0/93
(n/n(gesamt))
Genotypen
EM 5/73 2/73 7173 4/73 1/73 0/73
IM 3/8 0/8 1/8 1/8 2/8 0/8
PM 5/12 1/12 6/12 112 6/12 0/12
Dosis 2 (44mg DEX)
Gesamtpopulation  16/90 13/90 14/90 14/90 11/90 3/90
(n/n(gesamt))
Genotypen
EM 5/70 6/70 8/70 7170 1/70 2/70
IM 4/9 2/9 3/9 3/9 2/9 1/9
PM 7111 5/11 3/11 4/11 8/11 011

EM = extensive Metabolisierer, IM = intermediare Metabolisierer, PM = langsame Metabolisierer,
UAW = unerwinschte Arzneimittelwirkung, n = Anzahl



4.3.3.2 Vorhersagewahrscheinlichkeit des Genotyps mit Hilfe der Ergebnisse der
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen nach Dextromethorphaneinnahme

Um die Vorhersagewahrscheinlichkeit des Genotyps an Hand der durchgefiihrten Online-
Befragung zu aufgetretenen unerwiinschten Wirkungen zu ermitteln, werden Spezifitat
und Sensitivitat berechnet (s. Tabelle 9). Die Sensitivitat gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit ein Proband, der an unerwilnschten Wirkungen leidet, als PM
diagnostiziert wird. Die Sensitivitat des Tests fur die Detektion der PM betragt 75,0%.
Demnach wirden von 100 untersuchten Personen, die an unerwinschten
Arzneimittelwirkungen leiden, 75 einen PM-Genotypstatus aufzeigen. Die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Proband, der keine unerwlnschten Wirkungen hat,
genotypisch als EM zu bestimmen, wird als Spezifitdt bezeichnet. Die Spezifitdt des
vorliegenden Tests fir EM betragt 82%. Das bedeutet, dass unter 100 untersuchten
Personen, die keine unerwlinschten Wirkungen haben, 82 mit einem EM-Genotypstatus
korrekt ausgeschlossen werden. Das bedeutet, dass mit einer Wahrscheinlichkeit von
18% fur eine Person, die nicht im CYP2D6-Metabolismus eingeschrankt ist, weiterhin die
Moglichkeit besteht, unerwinschte Wirkungen zu erleiden. Die dargestellten
unerwlnschten Arzneimittelwirkungen traten bei EM und PM nach der Einnahme einer
Einzeldosis von 22 mg Dextromethorphan auf.

Tabelle 9: Spezifitdt und Sensitivitdt der Vorhersage des Genotyps an Hand von UAW

Zustand- bestimmt als “Gold-
Standard”: Genotypisierung
- (PM) + (EM)
Test - | Positiv o '3 Positiv pradiktiver
. | (UAW) Wert (PPV)
ergebnis
Negativ 3 60 Negativ pradiktiver
(@ UAW) Wert (NPV)
Sensitivitat Spezifitat

UAW = unerwinschte Arzneimittelwirkungen, EM = Extensiver Metabolisierer (fir das CYP2D6-
Gen), PM = Langsamer Metabolisierer (fir das CYP2D6-Gen), @ = keine.

Der Parameter, der die Aussagekraft eines Testverfahrens einschatzt, ist der positiv
pradiktive Wert (PPV). Er wird an Hand der folgenden Formel berechnet:

Anzahl Richtig Positiv
Anzahl Richtig Positiv + Falsch Positiv

PPV =
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Im Unterschied zur Sensitivitat gibt er die richtig positiven Tests nicht im Verhaltnis zur
Anzahl Erkrankter, sondern zur Anzahl positiver Tests an. Der pradiktive Wert bezliglich
des Auftretens von unerwunschten Wirkungen bei der getesteten Person hangt
entscheidend von der Pravalenz der Krankheit in der getesteten Population ab. Positiv
und negativ pradiktiver Wert werden deshalb neben der Spezifitat und der Sensitivitat
berechnet. Sie geben die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine vorhergesagte UAW (=
Patient mit positivem Test) auch tatsachlich positiv (UAW hat) ist. Der positiv pradiktive
Wert fUr alle untersuchten Probanden liegt bei 41%. Der negativ pradiktive Wert (NPV)
bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, mit der ein negatives Ergebnis auch negativ ist, also
tatsachlich keine UAW auftreten. Er wird wie folgt berechnet:

B Anzahl Richtig Negativ
Anzahl Richtig Negativ + Falsch Negativ

NPV

Der negativ pradiktive Wert betragt nach der durchgefihrten Untersuchung 95%. Die
Pravalenz der Erkrankten muss mit der Pravalenz der Gesamtpopulation tbereinstimmen.
Da PM in der Literatur mit einer Haufigkeit von 8-10% unter Kaukasiern vorkommen, in
dieser Untersuchung aber 14% PM (n=12 von 85 untersuchten Probanden) identifiziert
wurden, muss man mit der Extrapolation der Studienergebnisse vorsichtig sein.



4.3.3.3 Berechnung der ,number needed to harm*

Eine Moglichkeit zur Beurteilung von unerwinschten Arzneimittelwirkungen ist die
Berechnung der ,number needed to harm“ (NNH) (McQuay et al. 1997). Diese Zahl gibt
an, wie viele Personen durchschnittlich behandelt werden mussen, bis ein unerwinschtes
Ereignis auftritt. Die vorliegende Dextromethorphan-Studie zeigt, dass das absolute Risiko
fur das Auftreten von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen nach der Einnahme von
22 mg Dextromethorphan bei IM um 48,9% (= absolute risk increase, ARI), bei PM um
61,4% und bei EM um 4,3% erhoht ist. Diese Ergebnisse ergaben sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die fur alle die EM-Gruppe unter Plazebo beinhaltet, erhéht ist. Das
bedeutet, dass 2,0 IM, 1,6 PM ausreichen, hingegen aber 23,3 EM untersucht werden
mussen, um ein unerwlnschtes Ereignis zu detektieren (s. Tabelle 10).

Tabelle 10: Berechnung der number needed to harm (NNH)

EM = extensive Metabolisierer, IM = intermedidre Metabolisierer, PM = langsame Metabolisierer,
*= keine absoluten Zahlen, d =Tage, n =Anzahl, UAW = unerwulnschte Arzneimittelwirkungen.

ARI: absolute Risikoerhéhung, errechnet: % Plazebo/Vergleich minus % Dextromethorphan.

NNH: number needed to harm, errechnet: 100 dividiert durch ARI * 100.



Ergebnisse

4.3.4 Reaktionszeiten und Aufmerksamkeit

4.3.41 Ergebnisse des Vigilanztests

Der Vigilanztest ist der Test aus dem Wiener Test System, der gewahlt wurde, um die
Aufmerksamkeit der Probanden zu messen. In der Reaktionszeitanalyse des Vigilanztests
wird die Reaktionszeit auf seltene Reize, auf die richtig reagiert wurde, gemessen. Der so
genannte ,Mittelwert der Reaktionszeit Richtige“ in Sekunden (s) wurde als Zielparameter
verwendet. Als Gesamtpopulation wurden n=44 Probanden fir alle Dosen
eingeschlossen. Es konnten dabei n=36 EM, n=3 IM und n=5 PM unter Plazebo,
Einzeldosis (22 mg) und doppelter Dosis (44 mg) Dextromethorphan ausgewertet werden.
Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse, die flr die jeweiligen Genotypen unter entsprechender
Dosis analysiert wurden.

Die langsamste Reaktionszeit aller Probanden wurde von einem EM unter Doppeldosis
erreicht (0,84 s), die schnellste unter Einzeldosis (0,34 s), auch von einem EM. Es konnte
keine Signifikanz unter Plazebo, Einzel- oder Doppeldosis berechnet werden
(Tukey-Kramer-Adjustment, Kruskal-Wallis-Test p>0,05). Wenn man die Mittelwerte der
gemessenen Daten ,Mittelwert der Reaktionszeit Richtige“ genotyp-spezifisch auftragt,
ergeben sich folgende Ergebnisse: EM reagierten unter Plazebo und Einzeldosis im
Median mit 0,46 s und unter Doppeldosis mit 0,44 s. Die 95. Perzentile der EM verlauft
von 0,58 s unter Plazebo Uber 0,62 s unter Einzeldosis bis zu 0,63 s nach Einnahme der
doppelten Dosis. Vergleicht man diese Werte mit denen der IM und PM wird deutlich,
dass diese unter Einzel- und Doppeldosis niedriger liegen (0,57 und 0,59 bei IM vs. 0,62
und 0,59 bei PM). Die Mediane wie auch die 75. Perzentilen der IM und PM liegen unter
allen Dosen hoher, wobei die der PM am hdchsten liegen (s. Abbildung 23).

Betrachtet man die Mittelwerte (£ Standardabweichung), betragen diese bei EM 0,46 s (
0,05) unter Plazebo, 0,47 s (x 0,06) unter Einzeldosis und 0,47 s (£ 0,47) unter
Doppeldosis. Im Vergleich dazu reagierten PM im Mittel mit 0,48 s (+ 0,05) unter Plazebo,
mit 0,53 s (£ 0,08) unter Einzeldosis und mit 0,52 s (x 0,07) unter Doppeldosis etwas
langsamer. Nach Einnahme einer Einzeldosis scheint demnach der ,Mittelwert fir die
Reaktionszeit Richtige” im Mittel zu steigen, unter doppelter Dosis tritt jedoch keine
weitere Anderung auf. Diese Beobachtung findet sich bei allen Genotypen. Die Mittelwerte
der IM betragen 0,50 (+ 0,08) vs. 0,52 (+ 0,05) vs. 0,52 s (£ 0,07). Da nur drei IM-
Probanden eingeschlossen werden konnten, kann keine fundierte Aussage getroffen
werden. Da die Variabilitat des ,Mittelwertes der Reaktionszeit Richtige” hoch ist und viel
weniger IM und PM als EM eingeschlossen wurden, ist es schwierig, Unterschiede zu
detektieren. Tabelle 11 flhrt Mittelwerte und Mediane der Genotypgruppen unter Plazebo,
Einzel- und Doppeldosis auf.

Im Vergleich zum nahezu unveranderten Median der EM unter allen Dosen, wird ein
Trend erkennbar, dass IM und PM langsamer reagieren, auch wenn diese Gruppen sehr
klein sind. Statistisch liel3 sich kein Unterschied nachweisen, da eine GruppengréfRe mit
maximal 5 sehr klein ist und die intraindividuelle Variabilitat gleichzeitig zu hoch ist.
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Abbildung 23: Mittelwert der Reaktionszeit bei richtig reagierten Reizen des Vigilanztests

unter Plazebo, Einzel- (= 22 mg) und Doppeldosis (= 44 mg) Dextromethorphan fiir die ver-
schiedenen Genotypen.

Dargestellt ist der Mittelwert der Reaktionszeit Richtige in Sekunden (s) unter Plazebo, Einzel- und
Doppeldosis bei unterschiedlichen Genotypen. Die Reaktionszeit wurde im Vigilanztest des Wiener
Test Systems gemessen. In dem Boxplot sind der Median, die 25te und 75te Perzentile (Box) und
die oberen und unteren Grenzen des Normalbereichs (Fehlerbalken) und die Ausreil3er (°) darge-
stellt. Bei jeder Dosis wurde nach den folgenden Genotypen unterschieden: EM (dunkelgraue Box),
IM (hellgraue Box) und PM (weil3e Box).

Tabelle 11: Ubersicht der Reaktionszeiten des Vigilanztests



Ergebnisse

Vigilanztest Mittelwert der Reaktionszeit bei richtig reagierten Reizen (s)
Mittelwert + SD Median
EM IM PM EM IM PM
(n =36) (n=23) (n=5) (n=36) (n=3) (n=5)

Dosis 0 (O mg DEX) 0,46+0,05 050+0,08 048+0,05 046 047 047
Dosis 1 (22 mg DEX) 0,47+0,06 0,52+0,05 0,53+0,08 046 052 0,55

Dosis 2 (44 mg DEX) 0,47 +0,47 0,52+0,07 0,52+0,07 044 050 0,55

SD = Standardabweichung, DEX = Dextromethorphan, EM = extensiver Metabolisierer,
IM = intermediarer Metabolisierer, PM = langsamer Metabolisierer, n = Anzahl.

4.3.4.2 Ergebnisse des Reaktionstests

Der Reaktionstest des Wiener Test Systems misst eine Reaktion auf einen kombinierten
Stimulus (Ton und Farbe) als ,mittlere Reaktionszeit” in Millisekunden (ms). Dieser
Parameter wurde, wie auch der Vigilanztest, als sekundarer Endpunkt der Studie gewahit.
Als Gesamtpopulation wurden n = 43 Probanden fir alle Dosen eingeschlossen, wovon
n=35 EM, n=3 IM und n=5 PM unter Plazebo, Einzeldosis (22 mg) und doppelter
Dosis (44 mg) Dextromethorphan waren. Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse, die fur die
jeweiligen Genotypen unter entsprechender Dosis analysiert wurden. Die geringste
Reaktionszeit betrug 292 ms und wurde unter doppelter Dosis bei einem EM gemessen.
Die langsamste Reaktionszeit lag bei 707 ms und wurde unter doppelter Dosis bei einem
EM gemessen. Die Dosis hat keinen Einfluss auf den Median der Reaktionszeit (Tukey-
Kramer-Adjustment, Kruskal-Wallis-Test p>0,05). Sie variiert unter allen Dosen zwischen
dem Minimum von 292 ms und dem Maximum von 610 ms (Ausreil’er = 707 ms unter
doppelter Dosis) und ist somit sehr hoch.

35 EM reagierten unter Plazebo im Mittel (+ Standardabweichung) mit 425 ms (+ 58), drei
IM mit 458 ms (£ 84) und funf PM mit 415 ms (£ 66). Nach Einnahme einer Einzeldosis
lagen die Reaktionszeiten der EM bei 421 ms (x 66), der IM bei
469 ms (x 37) und der PM bei 436 ms (£ 75) und nach einer Doppeldosis die mittleren
Zeiten der EM bei 430 ms (+ 81), der IM bei 451 ms (x 71) und der PM bei
463 ms (x41). Die ,mittlere Reaktionszeit* ist zwischen den Genotypen EM, IM und PM
nicht unterschiedlich (Tukey-Kramer-Adjustment, Kruskal-Wallis-Test p>0,05). Der Median
der ,mittleren Reaktionszeit* der EM liegt unter allen Dosen immer knapp Uber 400 ms:
Plazebo = 422 ms, Einzeldosis = 418 ms, Doppeldosis = 424 ms und der Unterschied der
medianen Reaktionszeiten zwischen Einzel und Doppeldosis liegt bei den EM bei 6 ms im
Gegensatz dazu steigt der Median bei IM im Vergleich von Einzel- zu Doppeldosis leicht
(460 ms bzw. 483 ms). Die Mediane der ,mittleren Reaktionszeit* der PM steigen nach
Einzeldosis (437 ms) und auch weiter nach Doppeldosis bis auf 473 ms an. Die




Variabilitat der Reaktionszeiten ist auch hier besonders bei EM hoch, die 25. und die 75.
Perzentile sind dabei gleichmalig um den Median verteilt. Bei IM und PM ist die
Variabilitdt geringer, die 25. Perzentile ist dabei unter Einzel- und Doppeldosis nicht
gleichmalig um den Median verteilt, was auf die geringe Anzahl der Probanden in den
Gruppen zurickzufihren ist. Auffallig ist die geringe Variabilitdt der PM unter Plazebo.
Hier liegt die Basislinie der IM (447 ms) und der PM (437 ms). im Median hoher als die
der EM (422 ms), wie in Abbildung 24 abgebildet ist. Tabelle 12 stellt die Mittelwerte und
Mediane der Genotypgruppen unter den entsprechenden Dosierungen dar.

Auch bei dem Reaktionstest ist der Median der EM unter allen Dosen nahezu
unverandert. Dennoch wird ein Trend erkennbar, dass IM und PM langsamer reagieren,
auch wenn diese Gruppen sehr klein sind. Statistisch lie3 sich kein Unterschied
nachweisen, da eine GruppengréfRe mit maximal 5 sehr klein ist und die intraindividuelle
Variabilitat gleichzeitig zu hoch ist.
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Abbildung 24: Mittlere Reaktionszeit des Reaktionstests der verschiedenen Genotypen un-
ter Plazebo, Einzel- (= 22 mg) und Doppeldosis (= 44 mg) Dextromethorphan.

Dargestellt ist die mittlere Reaktionszeit in Millisekunden (ms) unter Plazebo, Einzel- und Doppel-
dosis bei unterschiedlichen Genotypen. Die Reaktionszeit wurde im Reaktionstest der Wiener Test
Systems gemessen. In dem Boxplot sind der Median, die 25. und 75. Perzentile (Box) und die obe-
ren und unteren Grenzen des Normalbereichs (Fehlerbalken) dargestellt und die Ausreiler (O).
Bei jeder Dosis wurde nach den folgenden Genotypen unterschieden: EM (dunkelgraue Box), IM
(hellgraue Box) und PM (weil3e Box).




Tabelle 12: Ubersicht der Reaktionszeiten des Reaktionstests

Reaktionstest mittlere Reaktionszeit (ms)
Mittelwert £ SD Median
EM IM PM EM VY PM
(n=35) (n=3) (n=5) (n=35) (n=3) (n=Y5)

Dosis 0 (0 mg DEX) 425 + 58 458 + 84 415 + 66 422 447 437
Dosis 1 (22mg DEX) 421 + 66 469 + 37 436 £ 75 418 460 449

Dosis 2 (44mg DEX) 430 + 81 451 + 71 463 + 41 424 483 473

SD = Standardabweichung, DEX = Dextromethorphan, EM = extensiver Metabolisierer,
IM = intermediarer Metabolisierer, PM = langsamer Metabolisierer, n = Anzahl.
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4.3.5 Auswertung des Online-Fragebogens

Es wurden 131 Probanden zur Beantwortung des Online-Fragebogens eingeladen.
16 Personen wurden mit der vorhandenen Email-Adresse nicht erreicht, so dass sich eine
Zahl von 115 moglichen Antworten ergeben hatte. Tatsachlich schickten 55 Personen den
Fragebogen ausgefullt ab. Damit ergibt sich eine Rlcklaufquote von 47,8%. Davon
wurden zwei anonym beantwortet und konnten nicht zur Auswertung herangezogen
werden, so dass sich eine Gesamtpopulation von 53 Bdgen (46,1%) ergibt. Nach der
genotypischen Differenzierung antworteten 38 EM, vier IM und elf PM. Die Charakteristika
der Population sind in Tabelle 13 aufgeflihrt.

Tabelle 13: Charakteristika der Befrag_jten des Online-Fragebogens

Charakteristik der Befragten N (%)
Anzahl aller beantworteten Bégen 53 (100)
EM 38 (71,7)
IM 4 (7,5)
PM 11 (20,8)
Alter (Spanne) [Jahre] 32,9 (24-58)
Geschlecht
Weiblich 39 (73,6)
Mannlich 14 (26,4)

n = Anzahl der Befragten, EM = extensive Metabolisierer, IM = intermedidre Metabolisierer,
PM = langsame Metabolisierer.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Fragen aufgefiihrt, auf die die Online-
Umfrage abzielte. Die ersten drei Fragen des Fragebogens dienten zur Erinnerung an die
Situation und wurden nicht fir die Auswertung bendtigt. Im Fragebogen war es wichtig zu
erfahren, ob die Probanden Dextromethorphan erneut einnehmen wirden. PM und IM
verneinten weitestgehend diese Frage nach den gemachten Erfahrungen. Das Ergebnis
der folgenden Frage, ob die Erfahrungen auch auf andere Arzneimittel Gbertragbar sind,
fiel nicht so eindeutig aus. PM, IM und EM wirden demnach andere Arzneimittel ohne
Bedenken wieder einnehmen. Die nachste Frage zielte auf den Einfluss der Kenntnis des
Genotyps auf die Einnahme von Arzneimitteln ab. Es zeigte sich, dass PM mehr auf die
Verstoffwechselung achten, seitdem sie ihren Genotyp kennen, aber insgesamt alle
Probanden interessiert sind. Die Auswertung aller Fragen ist in Tabelle 16 (s. Anhang)
aufgeflhrt. Die Ergebnisse der oben beschriebenen Fragen sind im Folgenden detailliert
beschrieben.

Frage vier des Fragebogens ist somit die erste Frage, die analysiert wurde, welche auf
das Befinden nach der Einnahme von Dextromethorphan zielte. 6 Probanden (11,3%)
sagten ,sehr gut®, 31 (58,5%) ,gut‘,9 (16,9%) ,eher schlecht®, vier (7,5%) ,sehr schlecht®
und drei (5,6%) wussten es nicht mehr. Nur EM beantworteten diese Frage mit ,sehr gut®,
drei PM (27,3%) mit ,gut®, drei PM (27,3%) und vier IM (100,0%) mit ,eher schlecht® und
vier PM (36,4%), aber kein IM und EM mit ,,sehr schlecht".



Frage funf war in drei Unterfragen (5a—c) gegliedert. 5a zielte darauf ab, ob der Proband
nach seinen Erfahrungen mit Dextromethorphan diesen Arzneistoff erneut einnehmen
wurde. Darauf antworteten aus der Gesamtpopulation 19 (35,8%) mit ,ich stimme voll zu*,
10 (18,8%) mit ,ich stimme eher zu“, 12 (22,6%) mit ,ich lehne eher ab“, 7 (13,2%) mit ,ich
lehne véllig ab“ und funf Probanden wussten es nicht. Nach genotypischer Sortierung
ergab sich folgendes Ergebnis: Je ein PM sagte, dass er voll zustimmt bzw. eher
zustimmt. 18 (47,4%) EM stimmten dem gegenuber voll zu, welches einen signifikanten
Unterschied zu PM ergibt (Chi-Quadrat-Test, p<0,05). Neun EM (23,7%) stimmten eher
zu. Zwei PM (18,2%), alle IM (100,0%) und 6 EM (15,8%) beantworteten die Frage mit
.ich lehne eher ab“, was haufiger bei IM als bei PM und EM war (Chi-Quadrat-Test,
p<0,05). Sieben PM (63,4%) lehnten eine weitere Einnahme vdllig ab. Das ist signifikant
verschieden gegenuber EM (Chi-Quadrat-Test, p<0,05). Die Ergebnisse dieser Frage sind
in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Ergebnisse des Online-Fragebogens: Ich wiirde Dextromethorphan ohne
Bedenken wieder einnehmen.

a) Ergebnisse der Gesamtpopulation in Prozent. In den Balken befindet sich die Anzahl der Befrag-
ten. b) Ergebnisse der Genotypen EM = extensiver Metabolisierer, IM = intermedidrer
Metabolisierer, PM = langsamer Metabolisierer in Prozent, *= p<0,05, n.b. = nicht berechenbar. Die
Zahlen geben die Anzahl der Befragten an.

Frage 5b stellte eine Erweiterung von 5a dar und erforschte, ob die Probanden auch
andere Arzneimittel nach den Erfahrungen einnehmen wirden. In der Gesamtpopulation
stimmten 28 (52,8%) Probanden dem voéllig zu, 17 (32,1%) stimmten dem eher zu, zwei




lehnten eher ab und sechs wussten es nicht. Die beiden Probanden, die eher ablehnten,
waren EM. Sechs PM (54,5%) und zwei IM (50,0%) nehmen andere Arzneimittel erneut
wieder ein, vier PM (36,4%) und zwei IM (50,0%) beantworteten diese Frage auch noch
positiv mit: ,ich stimme eher zu“. Die Ergebnisse stellt Abbildung 26 dar.
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Abbildung 26: Ergebnisse des Online-Fragebogens: Ich wiirde andere Arzneimittel ohne
Bedenken wieder einnehmen.

a) Ergebnisse der Gesamtpopulation in Prozent. In den Balken befindet sich die Anzahl der Befrag-
ten. b) Ergebnisse der Genotypen EM = extensiver Metabolisierer, IM = intermediarer
Metabolisierer, PM = langsamer Metabolisierer in Prozent. In den Balken befindet sich die Anzahl
der Befragten.
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Frage 5c zielte darauf ab, ob die Probanden nach Kenntnis ihres Genotyps mehr auf die
Arzneimittelverstoffwechselung von Arzneimitteln achten und daflr bei Arzt oder
Apotheker nachfragen. Aus der Gesamtpopulation antworteten 12 (22,6%) mit ,ich stimme
voll zu“, 25 (47,1%) mit ,ich stimme eher zu“, sieben (13,2%) lehnten eher ab, finf lehnten
vollig ab (9,4%) und vier Probanden wussten es nicht. Nach genotypischer
Kategorisierung stimmten zwei PM (18,2%), ein IM (25,0%) und neun EM (23,7%) dabei
vollig zu und sieben PM (63,6%) bzw. ein IM (25,0%) und 17 EM (44,7%) stimmten dem
eher zu. Kein PM lehnte eher oder vollig ab. Ein IM lehnte véllig (25,0%), einer eher ab
(25%) und sechs EM lehnten eher (15,8%), vier (10,5%) vdllig ab. Die Ergebnisse zeigt
Abbildung 27.
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Abbildung 27: Ergebnisse des Frage des Online-Fragebogens: Seitdem ich meinen
CYP2D6-Genotyp kenne, bin ich mit Arzneimitteln vorsichtiger und frage beziiglich der
Verstoffwechslung nach.

a) Ergebnisse der Gesamtpopulation in Prozent. In den Balken befinden sich die Anzahl der Be-
fragten. b) Ergebnisse der Genotypen EM = extensiver Metabolisierer, IM = intermediarer
Metabolisierer, PM = langsamer Metabolisierer in Prozent. In den Balken befindet sich die Anzahl
der Befragten.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Dextromethorphan ist ein wichtiger Arzneistoff in der Selbstmedikation. Ob und in
welchem Ausmall selbst bei indizierter Einmaldosis bei Patienten zentralnervése
unerwlnschte Wirkungen wie Mudigkeit, Schwindel und/oder Schlafstdrungen zu einer
starken subjektiven Beeintrachtigung der Tagesaktivitdt fihren, war unbekannt. Man
vermutete, dass das Auftreten solcher Symptome mit dem polymorphen Abbau von
Dextromethorphan durch CYP2D6 in Zusammenhang stand. In diesem Fall hatte man
einen Ansatzpunkt flr eine gezielte Therapie bzw. Stratifizierung dieser Personengruppen
fur eine personalisierte Arzneimitteltherapie. In einer prospektiven Studie wurden daher
die unerwinschten Wirkungen nach Gabe eines Plazebos, einer Einzel- und einer
Doppeldosis Dextromethorphan bei den drei CYP2D6-Genotypen EM, IM und PM
untersucht. Ebenso wurde die Reaktionszeit der Probanden im Rahmen eines Reaktions-
und Vigilanztests 12 Stunden nach Einnahme gemessen. Darlber hinaus wurden
Apotheker, Arzte und Patienten Uber ihre Kenntnisse genetischer Polymorphismen
befragt, sowie in einer regionalen Verordnungsanalyse das Verschreibungsverhalten von
Psychopharmaka analysiert, weil diese hauptsachlich tber CYP2D6 abgebaut werden
und damit einen Beratungsbedarf fur Fragen der Arzneimitteltherapiesicherheit aufweisen.
Die Hauptergebnisse werden im Folgenden diskutiert.

. Die Umfrage Uber die Bedeutung der Pharmakogenetik hat ergeben, dass die
meisten Arzte und Apotheker wissen, was sich hinter dem Begriff
Pharmakogenetik  verbirgt, allerdings  fehlen beiden Berufsgruppen
Hintergrundinformationen, um dieses Werkzeug aktiv zur Verbesserung der
Arzneimitteltherapiesicherheit einzusetzen.

. Die Auswertung der psychiatrischen Verschreibungen hat ergeben, dass von den
aktuell in der Verordnung befindlichen Antidepressiva und Neuroleptika ca. 50%
uber CYP2D6 verstoffwechselt werden. Erkenntnisse und Untersuchungen, die fur
einen Patienten im Rahmen der personalisierten Arzneimitteltherapie fir
Dextromethorphan durchgefihrt werden, kdnnen flr den Patienten damit auch
Uber diesen speziellen Fall Dextromethorphan hinaus von Nutzen sein und zeigen
damit auch die breitere Einsatzmdglichkeit dieser Therapiestrategie auf.

. Personen, die einen eingeschrankten CYP2D6-Metabolismus zeigen, haben schon
nach der Einnahme einer Einzeldosis ein 4-fach erhdhtes Risiko fir unerwiinschte
Wirkungen, eingeschrankte Metabolisierer ein 3-faches. Schlafstérungen und
Benommenheit/Schwindel sind unerwiinschte Arzneimittelwirkungen, die nach
einer Einzeldosis Dextromethorphan bei PM und IM haufiger als bei EM auftreten.

° Die Reaktionsfahigkeit und die Aufmerksamkeit waren flir keinen der CYP2D6-
Genotypen in der untersuchten Gruppe eingeschrankt.

. Acht der elf untersuchten PM (81,8%) wirden auf Grund der erlittenen
unerwunschten Arzneimittelwirkungen Dextromethorphan nicht wieder einnehmen.




5.2 Wissenstest und Umfrage zur Pharmakogenetik

Der Kenntnisstand unter Apothekern und Arzten zur Pharmakogenetik sowie das
Interesse bei beiden Berufsgruppen und den befragten Patienten dazu, wurden in einer
Umfrage erhoben, denn die Umsetzung der Pharmakogenetik in die Praxis hangt vom
Kenntnisstand der Arzte und Apotheker dieses Themas ab. Sie sind bei der
Arzneimittelverordnung und -beratung diejenigen, die auf genetische Besonderheiten
aufmerksam machen kdénnen und demzufolge die Therapie individualisieren kdnnen.
Welchen Stellenwert die Pharmakogenetik bereits fir die Bevolkerung aufweist, zeigt eine
EU-Umfrage, in der die Burger Europas die Pharmakogenetik auf Platz zwei der
forderungswurdigen Wissenschaften und Technologien, nach der Nanotechnologie, aber
vor die Gentherapie und die Forschung an genetisch veranderten Lebensmitteln (Gaskell
2005) stellt.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeflhrte regionale Umfrage im Raum
Nordrhein-Westfalens gab einen Einblick in den Wissensstand der Pharmakogenetik und
dessen Stellenwert in Fachkreisen sowie bei den Patienten (Réhm et al. 2008). Die
Ergebnisse der Umfrage bestatigen das grol3e Interesse von Patienten, die in Apotheken
befragt wurden, zur Pharmakogenetik: 95% der Patienten mit einer bestehenden
Dauermedikation wirden ihren Genotyp testen lassen.

Die durchgefiinrte Umfrage unter Arzten und Apothekern zeigte ein zweigeteiltes
Ergebnis: auf der einen Seite konnten allgemeine Wissensfragen (wie z.B. die Definition
des Polymorphismus) mehrheitlich beantwortet werden, detaillierte Fragen wurden auf der
anderen Seite nur von einzelnen Personen beider Fachgruppen richtig beantwortet.
Gesamt betrachtet ist das Wissen zur Pharmakogenetik demnach in den beiden
Berufsgruppen sehr ahnlich: Es fehlt beiden Fachgruppen an detaillierten
Hintergrundinformationen zur Pharmakogenetik, um dem bestehenden Interesse der
Patienten gerecht zu werden. Lediglich die Ergebnisse einer einzigen Frage
unterschieden sich zwischen den beiden Berufsgruppen: mehr Apotheker als Arzte
kannten CYP2D6 als polymorphes Enzym (42% vs. 5%, p<0.05). Dass Patienten von dem
pharmakogenetisch eingesetzten Wissen und der gemeinsamen Beratung der Arzte und
Apotheker erheblich profitieren kdnnten, ist bereits in mehreren Fallbeispielen vorgestellt
und diskutiert worden (Schmid et al. 2009, Schmid et al. 2009, Schmid et al. 2009). Daher
kénnen und sollen die Berufsgruppen sich gemeinsam um die Therapieoptimierung
bemuhen. Im Mittelpunkt der personalisierten Arzneimittel steht die Auswahl des
Arzneimittels und gegebenenfalls die Anpassung der Dosis des Arzneimittels auf den
Patienten, der durch seine genetische Pradisposition ein héheres Risiko fur unerwinschte
Arzneimittelwirkungen aufweist. Dass hierfir Apotheker und Arzte bei dieser Aufgabe
zusammenarbeiten und ihre Kenntnisse gemeinsam fir den Patienten einsetzen sollen,
wird auch von 93% der befragten Kunden untersttitzt: sie (die befragten Kunden) wirden
die Beratung von Arzt und Apotheker gleichermal3en in Anspruch nehmen wollen.
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In der gleichen Art und Weise hat sich die deutsche Gesundheitspolitik positioniert: eine
sichere und effektive Arzneimitteltherapie soll zuklnftig in viel starkerem Male im
Zentrum der Bemuhungen stehen. Das ist so im  Aktionsplan des
Bundesgesundheitsministeriums  fur die Jahre 2008 wund 2009 vorgesehen
(Bundesministerium flir Gesundheit 2007). Aber nicht nur die Politik und die Patienten
alleine fordern eine konsequente Umsetzung der personalisierten Arzneimittetherapie,
auch die Berufsgruppen der Arzte und Apotheker erachten diese Thematik als wichtig,
was durch ihre hohe Bereitschaft zur Fort- und Weiterbildung unterstrichen wird (57% der
Apotheker und 88% der Arzte).

Die zentrale Schlussfolgerung der Umfrage lautet daher: um eine gezielte Interpretation
pharmakogenetischer Daten in der Praxis gewahrleisten zu kénnen und zukinftig den
Patienten dieses diagnostische Werkzeug zur méglichen Férderung einer verbesserten
Wirksamkeit und Sicherheit der Arzneimitteltherapie zuganglich zu machen, sind Fort- und
Weiterbildungen in beiden Berufsgruppen erforderlich. Die Ergebnisse kénnen so
interpretiert werden, dass die Pharmakogenetik in Fachkreisen noch nicht den Stellenwert
erlangt hat, der ndétig ist, um Einfluss auf die Arzneimitteltherapie von speziellen
Patientenpopulationen zu nehmen. Unter der Vorraussetzung, dass Arzte und Apotheker
kooperieren, profitiert auch der Patient von der pharmakogenetischen Beratung maximal,
da dies zu Veranderungen im Verordnungsverhalten flhrt. Die breite Anwendbarkeit
dieser Kenntnisse zeigt u. a. auch die aktuelle regionale Verordnungsanalyse von
Psychopharmaka.

5.3 Verordnungsanalyse uber CYP2D6-abhangig verstoffwechselte
Antidepressiva und Neuroleptika in der psychiatrischen Ambulanz

Die Auswertung der psychiatrischen Verschreibungen hat ergeben, dass ca. 50% der
verordneten Antidepressiva und Neuroleptika CYP2D6-abhangig verstoffwechselt werden.
Der CYP2D6-Polymorphismus hat daher auch Uber die therapeutische Anwendung von
Dextromethorphan hinaus eine wichtige klinische Bedeutung fur die heutige Therapie.

Die regional durchgeflihrte Verordnungsanalyse in einer offentlichen Apotheke und einer
psychiatrisch-neurologischen Praxis einer Grof3stadt in Nordrhein-Westfalen zeigten, dass
Amitriptylin am haufigsten aus der Klasse der Antidepressiva and Risperidon aus der
Klasse der Neuroleptika verordnet wurde. Amitriptylin wurde 1962 als erstes trizyklisches
Antidepressivum auf dem Arzneimittelmarkt eingefihrt. Es ist somit mit eines der altesten
Antidepressiva und zeigt zudem anticholinerge und kardiale Nebenwirkungen (Steimer et
al. 2004, 2005). Nach den Daten der Verordnungsanalyse kommt Amitriptylin aber mit
einem CYP2D6-abhangigem Metabolismus immer noch zur Anwendung, obwohl es
neuere Arzneistoffe gibt, die nur geringfigig CYP2D6-abhangig verstoffwechselt werden
(z.B. Citalopram, Sertralin). Der Grund fur die haufige Verordnung von Amitriptylin liegt
wahrscheinlich in der langen klinischen Erfahrung der Arzte und den relativ geringen
Tagesdosiskosten begriindet. Auch das atypische Neuroleptikum Risperidon, welches
erst im Jahre 2000 in die Therapie eingefuhrt wurde, zeigt einen CYP2D6-abhangigen




Metabolismus (de Leon et al. 2005). Bei den verordneten CYP2D6-abhangig
verstoffwechselten Arzneistoffen der neurologisch-psychiatrischen Praxis sowie der
Apotheke wurden Fluoxetin, Paroxetin und Trimipramin als Antidepressiva am nachst
haufigsten nach Amitriptylin verordnet. In der Verordnungshaufigkeit der CYP2DG6-
abhangig verstoffwechselten Neuroleptika zeichnete sich folgendes Bild ab: aus den
psychiatrischen Verordnungen der Arztpraxis zeigte sich, dass Promethazin und
Haloperidol am haufigsten verordnet wurden, aus den Verschreibungen der Apotheke
Fluphenazin und Perphazin.

Die Verordnungsanalyse zeigt beispielhaft die klinische Relevanz des CYP2DG6-
Polymorphismus in der Pharmakotherapie Uber Dextromethorphan hinaus auf, da bei den
oben aufgeflihrten Arzneistoffen PM und IM einen eingeschrankten Metabolismus
aufweisen und somit erhéhte Plasmakonzentrationen zu erwarten sind. Dies kdnnte auch
mit einem erhdhten Risiko fur vermehrte unerwiinschte Wirkungen verbunden sein.

Die Ergebnisse der regional durchgefiihrten Verordnungsanalyse werden auch durch den
Arzneimittelverordnungsreport bestatigt, welcher die Verschreibungshaufigkeit von
Psychopharmaka in Deutschland jahrlich untersucht und auswertet. Auf der Grundlage
von etwa 500 Mio. Rezepten, die zu Lasten der gesetzlichen Krankenversicherung (GKV)
ausgestellt und Uber 6ffentliche Apotheken abgerechnet wurden, berichtet dieser Uber die
Verordnungs- und Umsatzmengen der fihrenden (Original-) Praparate (und Generika)
aller Wirkstoffklassen im ambulanten Bereich. Der Arzneimittelverordnungsreport ist die
einzige, in der Literatur verdffentlichte Arbeit, die systematisch und kontinuierlich
Verschreibungen in Deutschland erfasst. Grundlage der Kilassifikation des
Arzneimittelverordnungsreports ist das anatomisch-therapeutisch-chemische
Klassifikationssystem (ATC-System), wobei als Mengeneinheit die so genannte definierte
Tagesdosis (,Defined Daily Doses”, DDD) verwendet wird. Die DDD ist eine rechnerische
GrolRe, die die mittlere Tagesdosis bei Erwachsenen fur einen Wirkstoff angibt. Laut dem
Arzneimittelverordnungsreport von 2008 (Schwabe 2008) wurde Amitriptylin 91,2 Mio. mal
als definierte Tagesdosen (DDD) verschrieben. Dies entspricht prozentual einem Anteil
von 46,6% an den gesamten Verordnungen (195,7 Mio. DDD) trizyklischer
Antidepressiva. An zweite Stelle riickt Doxepin mit 55,4 Mio. DDD (28,3%), gefolgt von
Trimipramin (15,5%). Die vier am haufigsten verordneten SSRI sind Citalopram (169,5
Mio. DDD entsprechen 53,3% aller SSRI-Verordnungen), Fluoxetin (41,2 Mio. DDD bzw.
13,0%) und Sertralin (39,2 Mio. DDD bzw. 12,3%) und Paroxetin (32,3 Mio. DDD bzw.
10,1%). Amitriptylin, Trimipramin, Fluoxetin und Paroxetin sind die Antidepressiva, die
auch in der Verordnungsanalyse wiedergefunden wurden; als CYP2D6-abhangig
verstoffwechselt.

Im Vergleich zu den Antidepressiva (Gesamt-DDD) werden Neuroleptika mit 254,5 Mio.
DDD weitaus weniger haufig verordnet. Dabei sind Promethazin (30,2 Mio. DDD; das
entspricht 11,9% aller verordneten Neuroleptika), gefolgt von Haloperidol (19,4 Mio. DDD
bzw. 7,6%) und Perazin (15,9 Mio. DDD bzw. 2,4%) die am haufigsten verordneten
Neuroleptika.
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Wenn man die Analyse des Arzneimittelverordnungsreports mit der Verordnungsanalyse
der vorliegenden Arbeit vergleicht, wird deutlich, dass sie sich in den Kriterien, nach
denen die Daten aufgenommen wurden, grundsatzlich nicht unterscheiden: beide
Analysen wurden auf Grundlage des ATC-Klassifikationssystems durchgeflhrt; die
Verordnungsanalyse der vorliegenden Arbeit unterteilt dartiber hinaus noch in Bezug auf
die CYP2D6-Verstoffwechselung. Als rechnerische Grélie wurden weiterhin die einzelnen
Verschreibungen und nicht eine mittlere Tagesdosis aufgenommen und ausgewertet.
Wenn man die aufgefiihrten Antidepressiva und Neuroleptika des
Arzneiverordnungsreports auf die CYP2D6-Verstoffwechselung hin untersucht, werden
folgende Ergebnisse deutlich: Amitriptylin ist das im Arzneiverordnungsreport am
haufigsten verschriebene und Uber CYP2D6-verstoffwechselte Antidepressivum, gefolgt
von Doxepin. Auch Fluoxetin, Paroxetin und Trimipramin, die diesen Stoffwechselweg
haben und sich in den gezeigten Ergebnissen der Verordnungsanalyse dieser Arbeit
wiederfanden, gehoéren zu den am haufigsten verordneten Antidepressiva im
Arzneimittelverordnungsreport. Daraus Iasst sich schliel3en, dass die Antidepressiva, die
Uber CYP2D6 relevant verstoffwechselt werden, zu den Antidepressiva zahlen, die 2007
in Deutschland (Arzneiverordnungsreport 2008) am haufigsten verschrieben wurden. Bei
den Neuroleptika finden sich Promethazin und Haloperidol als Arzneistoffe, die sich aus
den Ergebnissen der Verordnungsanalyse verschrieben und relevant Uber CYP2D6
verstoffwechselt wurden, auch unter den drei haufigsten aller verordneten Neuroleptika in
Deutschland. Auch diese Arzneistoffe fanden sich in der regional durchgefuhrten
Verordnungsanalyse wieder. Ein Grund fur diese Verschreibungshaufigkeit kdnnte, analog
zum Verschreibungsverhalten der Arzte bei Amitriptylin, in der langjahrigen klinischen
Erfahrung der Arzte mit diesen Substanzen und im geringeren Preis liegen.

Wie einleitend beschrieben, unterstreichen die Ergebnisse der Verordnungsanalyse die
klinische Relevanz des CYP2D6-Polymorphismus bei der heutigen psychiatrischen
Pharmakotherapie fir das Sicherheitsdenken in unserer Gesellschaft. Obwohl diese im
Vergleich zum Arzneiverordnungsreport nur eine geringe Anzahl an Rezepten und
Patientendaten umfassten, kann man erkennen, dass die Daten aus einer
Grundgesamtheit stammen.

Fur den Bereich der Psychopharmaka ist der Arzt der primare Ansprechpartner fir den
Patienten und der Apotheker kann hier beratend fir den Patienten und Arzt zur Verfigung
stehen. In der taglichen Praxis nehmen Patienten auch Arzneistoffe aus dem Bereich der
Selbstmedikation ein. Funfundvierzig Prozent der Arzneimittelpackungen werden in
diesem Bereich an den Patienten abgegeben. Hier tragt der Apotheker eine grof3e
Verantwortung fur die Arzneimitteltherapiesicherheit und Informationen hieriber sind
haufig nicht ausreichend vorhanden, wie in der vorliegenden Arbeit bei dem Hustenstiller
Dextromethorphan gezeigt werden konnte. Als Grundlage zur Bewertung der
Arzneimitteltherapiesicherheit von Dextromethorphan wurden die Probanden phano- und
genotypisiert und entsprechend ihres aus der Literatur definierten Metabolisierungsstatus
in PM, IM und EM kategorisiert.




54 CYP2D6 Geno- und Phanotypisierung

5.4.1 Genotypisierung

Die Haufigkeit der einzelnen Allele innerhalb des Probandenkollektivs stimmt mit der
angenommenen Verteilung in der kaukasischen Bevolkerung Uberein (Sachse et al.
1997). Fir die Bestimmung des CYP2D6-Genotyps wurde auf die sechs am haufigsten
auftretenden Allele untersucht (Ingelman-Sundberg et al. 2001). Neben dem intakten Allel
vom Wildtyp (CYP2D6*1) wurden die Mutationen CYP2D6*3, *4, *5, *6, *10 und *41
festgestellt. Mit Abstand am haufigsten unter den nicht funktionstiichtigen Allelen tritt
CYP2D6*4 unter Kaukasiern mit 20-25% auf. Damit ist es gleichzeitig das Allel, was mit
70-90% fur den Genotyp PM verantwortlich ist (Zanger et al. 2004). In der untersuchten
Studienpopulation trat bei 25 Probanden CYP2D6*4 heterozygot zusammen mit einem
Allel vom Wildtyp auf. Sechs Probanden zeigten zudem ein homozygotes Vorkommen
vom Allel CYP2D6*4, wodurch dieses auch in der vorliegenden Untersuchung die
haufigste Ursache (40%) fur das Auftreten eines PM darstellte. Bei sechs weiteren PM lag
CYP2D6*4 heterozygot vor. Das Allel CYP2D6*5, welche bei homozygoten Vorkommen
ebenfalls zur Auspragung eines manifesten PM flhrt, trat bei zwei Probanden homozygot
auf. Die Haufigkeit der Mutation CYP2D6*5 wird mit ca. 2% beschrieben (Sachse et al.
1997), welche in dieser Untersuchung hdher lag (4,1%). Der Grund dafir liegt darin, dass
ein Zwillingspaar untersucht wurde, bei denen CYP2D6*5 homozygot vorlag. Dadurch
bedingt sind allein vier von insgesamt elf CYP2D6*5 darauf zurickzufihren. Das Allel
CYP2D6*5 bezeichnet eine komplette Deletion des Gens. Diese Deletion wurde mithilfe
der real-time PCR detektiert, sodass die vervielfaltigte DNS im Gel nicht mehr aufgetrennt
werden muss, was einen zusatzlichen sehr arbeitsaufwandigen Schritt bedeutet. Diese
Methodik, die so genannte relative Quantifizierung, wurde bereits in der Literatur
beschrieben (Schaeffeler et al. 2003) und im Institut der Klinischen Pharmazie und
Pharmakotherapie etabliert. Hierfir erfolgte eine interne und eine externe Validierung der
Methode. Dariber hinaus wurden frihere Untersuchungen bestétigt, dass mit Hilfe der
PCR die Detektion der wichtigsten CYP2D6-Allele innerhalb eines Tages moglich ist
(Muller et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die Real-Time PCR eine zeit- und
materialsparende, sowie einfach durchzufiihrende Methode zum Nachweis der Deletion
ist und sich zur Bestimmung der Polymorphismen von CYP2D6 im Routinebetrieb mit
einem hohen Probendurchsatz eignet.

5.4.2 Phanotypisierung

Trotz der Etablierung zuverlassiger Verfahren zur Genotypisierung spielt die CYP2D6-
Phanotypisierung als eine weit verbreitete und gut etablierte Methode zur Bestimmung der
Enzymaktivitat mittels der Messung des Metabolismus der Modellsubstanz
Dextromethorphan weiterhin eine wichtige Rolle (Jacqz-Aigrain et al. 1993, Kohler et al.
1997). In Anlehnung an Jurima-Romet et al. (Jurima-Romet et al. 1997) dient der Quotient
von Muttersubstanz (DEX) und O-demethyliertem Hauptmetabolit (DTX) als
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Aktivitatsmarker von CYP2D6 und wird nach einer definierten Zeit post applicationem, wie
unter 2.3.9 beschrieben, bestimmt. Wenn CYP2D6 nicht aktiv bzw. vorhanden ist, gibt es
einen alternativen Abbauweg von DEX, eine N-Demethylierung zu 3-MM, der
hauptsachlich durch das Enzym CYP3A4 katalysiert wird.

Wie erwartet konnten in der vorliegenden Untersuchung vier Phanotypen unterteilt
werden: ultra schnelle, schnelle, intermediare und langsame Metabolisierer. Um die
Genotypen zu differenzieren wird das Verhaltnis der Konzentrationen von
Dextromethorphan zu Dextrorphan herangezogen. Bei einem DMX/DTX Verhaltnis >0,3
wird die Person als PM Kklassifiziert, bei <0,3 als EM. Dazwischen liegen die IM. Die
Verteilung der logarithmierten Metabolisierungskapazitat (log DEX/DTX) erlaubte die
Identifikation von EM, IM und PM. Bei EM lag der Mittelwert der Verteilung des
logarithmiert transformierten Verhaltnisses bei -2,42 + 0,43, bei IM bei -1,17 + 0,27 und
bei PM bei 0,082 £ 0,45 und PM. Diese Mittelwerte stimmen mit vorherigen Berichten
Uberein (Schmid et al. 1985, Funck-Brentano et al. 1992). Ahnlich wie in friiheren
Untersuchungen zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine dreigipflige Verteilung des
CYP2D6-Metabolisierungsverhaltnisses (Funck-Brentano et al. 1992). Unter den 141
Probanden wurden phanotypisch 13 PM detektiert, was einem Anteil von 9,2% entspricht.
Der in der Literatur angegebene Prozentsatz an kaukasischen PM von ca. 8% wird somit
leicht (berschritten (Sachse et al. 1997), was daran liegen konnte, dass
Familienmitglieder der Probanden untersucht wurden und das Kollektiv nicht
ausschlieBlich rein zuféllig zusammensetzt war. Wenn man diese Familienmitglieder (n=3)
fur die Pravalenzberechnung ausschliel3t, ergibt sich ein Prozentsatz PM von 7,1%, der
geringfugig unter dem des in der Literatur beschrieben Prozentsatzes liegt. IM traten in
der untersuchten Population mit einer Haufigkeit von 7,8% auf. Dieser Prozentsatz ist
deutlich geringer als 10—-15%, wie in der Literatur angegeben (Bock et al. 1994, Meyer
2000). Da die Haufigkeit der einzelnen beschriebenen Allele gefunden werden konnte, ist
die geringe Anzahl vermutlich eher zufallig.

5.4.3 Korrelation des Geno- und Phanotyps

Genotyp-Phanotyp-Korrelationen wurden in dieser Studie mit DNS-Proben aus Vollblut
und Urinproben der Testsubstanz Dextromethorphan in einem Kollektiv aus 141
Probanden untersucht, die aber nicht unbedingt kaukasischer Abstammung sein mussten.
Die Korrelationen sind nicht immer eindeutig. Unterscheidet man in der Aktivitdt des
CYP2D6 nur zwischen EM und PM, so werden im Allgemeinen gute Korrelationen
zwischen Phanotyp und Genotyp gefunden (McElroy et al. 2000, Schwab et al. 2002,
Schwab M 2002, Chou et al. 2003). So wurden bei Sachse et al. ebenfalls mit 22 mg
Dextromethorphan, jedoch aus dem Sammelurin von funf Stunden, 589 Probanden
phano- und genotypisiert. Sie fanden 2 Probanden mit dem Genotypstatus EM und
phanotypisch PM. Obwohl in der Untersuchung IM phanotypisch nicht explizit differenziert
und analysiert wurden, wird bei eigener Betrachtung deutlich, dass nicht alle IM in der
definierten Metabolisierungskapazitat von log MRpex -1,52 bis -0,52 liegen. Auch finden
sich einige als EM genotypisierte in diesem Bereich. Eine weitere Arbeit von Chou et al.




haben eine CYP2D6 Phanotyp- Genotyp- Korrelation mit 60 mg Dextromethorphan bei
236 Probanden durchgefiihrt und konnten IM auch nicht eindeutig zu EM und PM
abgrenzen. In dieser Arbeitsgruppe bleibt zu bertcksichtigen, dass CYP2D6*41 nicht
untersucht wurde und damit ein grof3er Teil der IM genotypisch verborgen bleibt. In der
vorliegenden Untersuchung konnte eine Korrelation zwischen Phanotyp und Genotyp bei
den EM und PM von 100% erzielt werden, was zeigt, wie sorgfaltig die Untersuchung
durchgefuhrt worden ist. Das bedeutet, dass bei sorgféltiger Vorgehensweise beziglich
der PM-Differenzierung eine Geno- oder Phanotypisierung in der Praxis angewendet
werden kann. Aber auch eine Abtrennung von EM zu IM ist mit der Phanotypisierung in
der vorgelegten Untersuchung eindeutig durchzufiihren, auch wenn der Ubergang keine
Log-Stufe beinhaltet und ,langsame EM* fast dieselbe Metabolisierungskapazitat haben
wie ,schnelle IM".

Die Genotypisierung und die Phanotypisierung wurden anonym, ohne Namen der
Probanden und nur an Hand der Studienidentifikationsnummer, durchgefiihrt. Des
Weiteren liefen Phanotypisierung und Genotypisierung unabhangig voneinander ab. Die
Untersuchung der Proben der Genotypisierung und der Phanotypisierung wurde von zwei
unterschiedlichen Personen durchgefihrt. Dennoch liegen drei Probanden mit dem
CYP2D6-Genotyp IM exakt auf dem Grenzwert zu EM. Der Unterschied in der
Metabolisierungskapazitat zwischen einem ,langsamen EM* und einem ,schnellen IM* ist
sehr gering (log MR -1,55 vs. —1,52). Faktoren wie eine im Vergleich zur Literatur
quantitativ unterschiedliche Einnahmemenge des Hustensaftes aus dem Gefald und die
Verlasslichkeit der Probanden bei der korrekten Sammlung des Urins kénnten eine Rolle
bei der Messgenauigkeit spielen. Diesen Variablen der Phanotypisierung steht die
Genotypisierung gegenuber, bei der zwei Allele von den drei haufigsten, die zu
Einschrankung fihren (CYP2D6*10 CYP2D6*41), untersucht wurden, und alle Genotypen
innerhalb der genannten Grenzen richtig klassifiziert wurden. Bei der Genotypisierung
wird man daher keine 100%ige Sicherheit fir die Klassifizierung des IM-
Metabolisierungsstatus im Gegensatz zur Phanotypisierung, bei der die tatsachliche
Metabolisierungsrate gemessen wird, erreichen. Andererseits ist eine Phanotypisierung
wiederum fur die Patienten und Probanden aufwendig durchzufiihren. Sie ist auch nicht
immer moglich, wenn der Patient zum Beispiel Arzneistoffe einnimmt, die CYP2D6 selbst
inhibieren (z.B. Paroxetin). Hier wirde der Patient phanotypisch einen eingeschrankten
Metabolismus zeigen, aber genotypisch nicht IM oder PM sein.

Aufgrund der Vielzahl der bereits bekannten Allelmutationen ist es kurz- und sicherlich
auch mittelfristig nicht moglich, eine 100% exakte Genotypisierung zur Erkennung
jeglicher IM- Phanotypen kosteneffizient und in angemessenen Zeitrahmen zu etablieren.
Eine praventive Erkennung der IM ist aber besonders bei der Einnahme von
Medikamenten mit geringer therapeutischer Breite ebenso von Bedeutung wie bei den
PM. Beide Verfahren bringen also Vor- und Nachteile mit sich, sodass man im Einzelfall
individuell entscheiden muss. Da PM und IM mit Hilfe der Genotypisierung mit nahezu
100%iger Wahrscheinlichkeit zuverlassig identifiziert werden kdnnen, empfiehlt sich somit
auch Uber die vorliegende Untersuchung hinaus dieses moderne Verfahren als das
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einfachere, Patienten-schonendere, Arzneimittel-unabhangigere und schnellere Verfahren
zur Beurteilung einer eingeschrankten Aktivitat eines Enzyms.

5.5 Unerwiinschte Wirkungen nach Dextromethorphaneinnahme

Eine Vielzahl haufig verabreichter psychoaktiver Arzneimittel oder kardiovaskularer
Begleitmedikamente wird Gber das CYP2D6-Enzym verstoffwechselt, so dass nicht selten
Interaktionen wie eine Sattigung oder eine Inhibition des Abbauweges resultieren (Brosen
1988, Ereshefsky et al. 2000). Diese Arzneimittelinteraktionen koénnen den
Therapieverlauf beeinflussen und verzégern. Eine Meta-Analyse von prospektiven
Studien fand heraus, dass das Auftreten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen einer
der 4. und 6. haufigsten Grunde bei hospitalisierten Patienten in USA ist (Lazarou et al.
1998). Neben Faktoren wie Alter, Geschlecht und Erkrankung spielen genetische
Faktoren, die 20-95% der Variabilitdt der Arzneistoffverteilung und Wirkungskraft erklaren,
die entscheidende Rolle fur die Erfolgswirksamkeit und Toxizitat (Evans et al. 2003).
Pharmakokinetische Schlussfolgerungen auf Grund eines CYP2D6- Polymorphismus
wurden bereits gezogen: So wurden bei PM nach Dextromethorphan-Gabe und bei EM
nach Dextromethorphan mit CYP2D6-Inhibitor-Gabe erhéhte Plasmaspiegel gemessen
(Capon et al. 1996, Abdul Manap et al. 1999, Dickinson et al. 2007). Auch
pharmakodynamische Untersuchungen  zur  hustenstillenden  Wirkung  von
Dextromethorphan wurden durchgefihrt (Capon et al. 1996, Abdul Manap et al. 1999).
Die Hypothese hierbei, dass PM bzw. EM unter CYP2D6-Inhibitor-Gabe eine starkere
Hustenstillung nach Dextromethorphan-Einnahme haben, wurde nicht bestétigt-
Dextromethorphan ist bei beiden Metabolisierungsgruppen wirksam. Unerwinschte
Wirkungen wurden aber nach einer Uberdosierung von (ber 300 und 360 mg
Dextromethorphans in Fallberichten beschrieben (Manaboriboon et al. 2005). In einer
multivariaten Analyse konnte aullerdem gezeigt  werden, dass die
Metabolisierungskapazitat und der PM-Phanotyp, neben weiteren untersuchten Faktoren,
die einzig unabhangigen Indikatoren flir das Auftreten von unerwinschten
Arzneimittelwirkungen waren (Funck-Brentano et al. 2005). Diese Untersuchung wurde im
Vergleich zu unserer Studie nicht Plazebo-kontrolliert, sondern lediglich nach einer
Phanotypisierung mit 80 mg Dextromethorphan durchgeflihrt. Dies entspricht einer 4-
fachen der indizierten Dosis. Unerwlnschte Wirkungen sind fir den klinischen Alltag sehr
relevant, da sie oftmals therapielimitierend sein kdnnen und den mafgeblichen Faktor in
der Arzneimittelsicherheit der Selbstmedikation bilden.

Es war allerdings nicht bekannt, ob auch unter der empfohlenen Einmaldosis (22 mg
Dextromethorphan) unerwiinschte Wirkungen auftreten kénnen, die den Patienten so
einschranken. DarlUber hinaus beinhalten unerwinschte Arzneimittelwirkungen wie
Schwindel, Ubelkeit und Kopfschmerzen immer auch einen Plazebo-Effekt. Es fehlten
daher Plazebo-kontrollierte Studien, die aussagekraftig in Bezug auf die Kklinisch-
praktische Relevanz der unerwiinschten Wirkungen nach Dextromethorphan-Einnahme
sind und damit eine Entscheidungsgrundlage fir eine Anpassung der Therapie an
bestimmte Personengruppen bieten konnten. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrte




Studie untersuchte daher systematisch und unter Einflhrung einer Placebo-Kontrolle
unerwlnschte Wirkungen in Abhangigkeit des CYP2D6-Genotyps, um zuklnftig die
Arzneimittelsicherheit in der Selbstmedikation, auch bei bestimmungsgemakem
Gebrauch, zu erhéhen.

Mit Hilfe eines Fragebogens wurden in der vorliegenden Arbeit die unerwlinschten
Wirkungen nach randomisierter, doppelblinder und Plazebo-kontrollierter Gabe einer
Einzel- (22 mg) und Doppeldosis (44 mg) fir den CYP2D6-Genotyp der Probanden
erfasst. Die unerwinschten Arzneimittelwirkungen, die auf dem Fragebogen angegeben
wurden, unterschieden sich zwischen den Genotypen. PM und IM litten mehr unter
unerwunschten Wirkungen. Von 12 PM hatten nur drei keine unerwinschten Wirkungen.
Von den neun PM, die unter unerwinschten Arzneimittelwirkungen litten, gab es nach
Addition der einzelnen insgesamt 21 Nennungen. Das bedeutet, dass pro Proband zwei
und mehr Nennungen auf dem Bogen angegeben wurden. Ein CYP2D6-PM wurde bereits
in  Untersuchungen mit anderen Arzneistoffen mit erhéhten unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen assoziiert (Rau et al. 2004, de Leon et al. 2005). Eine
pharmakodkomische Studie fand zudem heraus, dass Patienten, die CYP2D6-abhangige
Medikamente, in diesem Fall Antidepressiva, erhielten, einen langeren stationaren
Aufenthalt als Patienten ohne CYP2D6-abhangige Medikation hatten (Chou et al. 2000,
Rau et al. 2004, de Leon et al. 2005). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen
demnach  vorangegangene  Untersuchungen, an denen in der Regel
verschreibungspflichtige Arzneistoffe beteiligt waren. Die Aussagekraft Gber das Auftreten
von unerwinschten Wirkungen ist in der vorliegenden Untersuchung im Vergleich zur
Untersuchung von Funck-Bretano et al. viel hdher, da in der vorliegenden Untersuchung
typische in der Praxis verwendete Einmal- bzw. Doppeldosen eingesetzt wurden wie sie in
der Packungsbeilage empfohlen werden. Der CYP2D6-Genotyp spielt somit schon unter
Einzel- und Doppeldosis eine Rolle flir das Auftreten von Kklinisch relevanten
unerwunschten Wirkungen. Obwohl nicht immer ein Zusammenhang zwischen erhdhten
Plasmaspiegeln durch reduzierte bzw. fehlende CYP2D6-Aktivitdt und einem erhdhten
Risiko, unerwiinschte Arzneimittelwirkungen zu erleiden, hergestellt werden konnte (Spina
et al. 1997), lasst sich fur die weitere Forschung die Hypothese formulieren, dass das
vermehrte und verstarkte Auftreten der unerwinschten Wirkungen bei IM und PM auf
erhohte Konzentrationen Dextromethorphan zurlckfihren ist. Dass auch EM trotz
schneller Metabolisierung unter unerwiinschten Wirkungen leiden, kann vermutlich auch
auf den pharmakodynamisch sehr ahnlich wirkenden aktiven Metaboliten Dextrorphan
zuruckgefuhrt werden (Pechnick et al. 2004) (siehe 1.1).

In der vorliegenden Arbeit wurden die unerwlinschten Wirkungen, die mit
Dextromethorphan assoziiert und aus ersten Beobachtungen neu ergaben (wie
Schlafstérung), abgefragt (Fachinformation April 2007). Hierbei konnte gezeigt werden,
dass PM und auch IM nach der Einnahme von Dextromethorphan vor allem haufiger unter
Schlafstérungen leiden. Nach mindlichen Berichten der Probanden sind es
Durchschlafstérungen. Sie berichteten, dass sie mitten in der Nacht (ca. sechs Stunden
nach Einnahme) plétzlich aufwachten und hellwach waren. Die PM (n =7) und IM (n = 2),
die unter Schlafstérungen litten, erzahlten von der gleichen Art Vorkommnissen. Auch das
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Aufwachen und das subjektive Empfinden nach der Einnahme wurden, unabhangig
voneinander, ahnlich beschrieben. Da Dextromethorphan zentral wirksam ist, treten die
meisten unerwlinschten Wirkungen im zentralen Nervensystem auf. Die neurologische
Toxizitat von Dextromethorphan aufert sich in Miudigkeit, Schwindel und Benommenheit.
Schlaflosigkeit und Rastlosigkeit werden mit der Bindung von Dextromethorphan an D-
Rezeptoren in Verbindung gebracht und zdhlen zu den manischen Symptomen
(Drachtman et al. 2002). Dieser Mechanismus wird auch fir die Halluzinationen unter
hohen Dosen (Missbrauch) verantwortlich gemacht und ist eine moégliche Erklarung der
nachtlichen Schlafstoérungen. Bei eingeschrankter Metabolisierung (insbesondere bei PM)
sind die Patienten einer 5,6-fach hdheren Dextromethorphanplasmaspiegel exponiert
(Dickinson et al. 2007), was vermuten lasst, dass diese sogar zum Abbruch der Studie bei
einer Probandin flhrte und zeigt, dass diese Subpopulation der PM schon nach Gabe
einer Einzeldosis Konzentrationen ausgesetzt sind, die sonst nur bei Personen auftreten
und erwlnscht werden, die Dextromethorphan missbrauchlich einsetzen. Demnach ist
Dextromethorphan fir PM kein geeignetes Praparat in der Selbstmedikation und
entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung selbst bei empfohlener
Einzel- und Doppeldosis, also bestimmungsgemaflem Gebrauch, vom Apotheker nicht zu
empfehlen.

5.6 Aufmerksamkeit- und Reaktionsfahigkeit nach
Dextromethorphaneinnahme

In der Packungsbeilage und der Fachinformation von Dextromethorphan befindet sich der
Warnhinweis, dass die Einnahme von Dextromethorphan das Reaktionsvermdgen durch
die auftretende Muidigkeit soweit verandern kann, dass die Fahigkeit zur aktiven
Teilnahme am Stralenverkehrt beeintrachtigt wird (Fachinformation Hustenstiller
ratiopharm 2007). Daher wurden in der vorliegenden Untersuchung 12 Stunden nach der
jeweiligen Studienkapsel das Reaktionsvermdgen und die Vigilanz getestet. Der Zeitraum
von 12 Stunden nach Einnahme ergab sich aus der Tatsache, dass der Hustenstiller
haufig aufgrund seiner sedierenden Eigenschaften zur Nacht von den Patienten
eingenommen wird und in der vorliegenden Studie Uberprift werden sollte, ob ,am
Morgen danach® noch ein Sicherheitsrisiko flir den Patienten besteht. Auch die
Probanden nahmen Dextromethorphan vor dem Schlafengehen ein. Am né&chsten
Vormittag nahmen sie dann an Tests zur Uberpriifung des Konzentrationsvermégens und
der Reaktionsfahigkeit teil, die fur wissenschaftliche Fragestellungen nach
Arzneimitteleinahmen regelmaRig von der Bundesanstalt fur Strassenwesen eingesetzt
werden. Dieser Test ist ein validierter, standardisierter und weitgehend
intelligenzunabhangiger Test. Als ein typisches kommerziell verfugbares Testsystem
wurde das so genannte ,Wiener Test-System” der Firma Schuhfried GmbH reprasentativ
gewahlt. Dieses System wurde bereits vielfach genutzt (Bundesanstalt fir
Strassenwesen, Larsen et al. 1999, Lautenbacher et al. 2002, Gaertner et al. 2006). In der
Studie wurde als sekundarer Endpunkt zum einen die Vigilanz mit Hilfe der mittleren
Reaktionszeit in Sekunden (s.) auf einen seltenen Reiz (hiipfender Punkt) am Bildschirm




und zum zweiten die Reaktionsfahigkeit Uber die Reaktionszeit (ms) auf einen Reiz (Ton
und Farbe Gelb) gemessen. Die Ergebnisse dieser Tests zeigten eindeutig, dass
Dextromethorphan 12 Stunden nach Einnahme selbst bei PM zu keiner klinisch
bedeutenden Beeintrachtigung der Aufmerksamkeit und Reaktionsfahigkeit fuhrt. Es ist in
den vorliegenden Untersuchungen zwar ein Trend sichtbar, jedoch konnte unter der
beobachteten Probandenzahl keine statistische Signifikanz ermittelt werden. Der Effekt
einer eingeschrankten Reaktionsfahigkeit scheint nach den vorliegenden Untersuchungen
nicht so grof® und somit auch besonders fir PM und IM nicht von so hoher Relevanz zu
sein, dass er sich bereits in kleinen Probandengruppen zeigt. Dextromethorphan schrankt
nach diesen Untersuchungen weder die Reaktionszeit noch die Aufmerksamkeit bei
keinem der untersuchten Genotypen ein. Da kein Unterschied gemessen werden konnte,
ist es unwahrscheinlich, dass eine verstarkte Einschrankung der Fahrtauglichkeit unter
Dextromethorphan ca. 12 Stunden nach Einnahme zu erwarten ist. Dextromethorphan
kann in Bezug auf die Reaktionszeit zu den sicheren Arzneimitteln gezahlt werden-
zumindest wenn es 12 Stunden nach der Einnahme gemessen wird. Im Einzelfall ist
naturlich immer Vorsicht geboten, insbesondere dann, wenn Patienten zusatzlich
sedierende Arzneimittel eingenommen haben oder die Nachtruhe im Alltag und eben nicht
unter Studienbedingungen durch andere Ereignisse beeintrachtig wurde. Das gilt jedoch
nicht nur fur PM und IM, sondern genauso fur EM.

Untersuchungen von Effekten, deren Ursache hohe Dosen Dextromethorphan haben
kdnnten, konzentrieren sich bisher auf die Wirkung von Dextrorphan (Werling et al. 2007).
So sind bisher auch nicht die Folgen von hohen Dextromethorphankonzentrationen im
Plasma und im ZNS untersucht worden, denn der Hauptteil der Bevolkerung, ca. 80% der
Bevdlkerung, zahlt zu den EM. Die Wirkungen konnten bisher nicht eindeutig der
Muttersubstanz, oder dem Metaboliten zurtickgeflihrt werden, da die Metabolisierungsrate
von Dextromethorphan zu Dextrorphan sehr hoch ist. Durch die genotypische
Diskriminierung wird dies in dieser Arbeit erstmals moglich. Limitiert wird der Ruckschluss
nur durch eine fehlende Korrelation mit (parallel) gemessenen Plasmaspiegeln. Die
Ergebnisse zeigen, dass die alkoholartigen Wirkungen bei PM auftreten. Die Effekte
koénnten also auf das Dextromethorphan zurtickzufiihren sein, das PM auch noch nach 24
Stunden erhdéht im Blut und ZNS haben (Dickinson et al. 2007). EM haben den Arzneistoff
zu diesem Zeitpunkt bereits eliminiert.

5.7 Erneute Einnahme von Dextromethorphan

Die Frage an die Probanden nach Teilnahme an der Studie, ob sie Dextromethorphan
ohne Bedenken wieder einnehmen wirden, lehnten 64% der PM dieses vollig ab. 15%
der EM lehnten es eher ab, im Vergleich zu 18% der PM und 100% der IM. Die erlebten
unerwlnschten Arzneimittelwirkungen haben also, vor allem bei PM, einen nachhaltigen
Eindruck hinterlassen. Die Kenntnis ihres eigenen Genotyps nimmt Einfluss bei allen
Genotypus-Zugehorigen, wenn auch tendenziell wieder starker bei PM. Diese Aussagen
korrelieren mit dem Gefilhl nach der Einnahme, bei dem sich PM schlechter fihlten als
IM, denen es wiederum schlechter ging als EM. Dennoch wirden PM und IM, und mit der
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Ausnahme von zwei EM, auch diese Genotypgruppe andere Arzneimittel einnehmen.
Eine andere Arbeitsgruppe hat den Einfluss des Genotyps auf die erneute
Arzneimitteleinnahme bisher noch nicht untersucht.

Die Art der unerwlnschten Wirkungen im Vergleich des studienbegleitenden
Fragebogens zur Online-Befragung lasst sich objektiv nicht unterscheiden. Auf dem
studienbegleitenden Fragebogen wurde nach einzelnen Beschwerden gefragt, die nicht
naher klassifiziert wurden. Wenn ein Proband ,Kopfschmerzen® auf dem Fragebogen
angegeben hatte, wurden diese, unabhangig von der Starke oder der Kombination mit
anderen unerwinschten Wirkungen, gewertet. Im Online-Fragebogen wurden diese
Beschwerden nun im Gesamtempfinden ausdifferenziert. Es ist davon auszugehen, dass
nur der Proband, der schwere oder als sehr einschrankend und unangenehm
empfundene unerwlinschte Arzneimittelwirkungen unter Dextromethorphan erlitt, diesen
Wirkstoff aller Wahrscheinlichkeit nach nicht mehr einnehmen wirde. Es wurde deutlich,
dass PM im Gegensatz zu EM Dextromethorphan auf Grund der aufgetretenen
unerwunschten Arzneimittelwirkungen nicht mehr einnehmen wirden. Keiner der EM,
obwohl diese zu 20% unerwlinschte Arzneimittelwirkungen hatten, war der Meinung, dass
er Dextromethorphan nicht wieder einnehmen wurde.

Das Ergebnis der Umfrage, ob die Probanden nach Kenntnis ihres Genotyps zukinftig in
Bezug der Verstoffwechselung nachfragen, zeigt auch, dass sich PM sehr flr die
Metabolisierung weiterer Arzneimittel interessieren. Dies ist nachvollziehbar, weil die PM
die erlittenen unerwlnschten Wirkungen als sehr unangenehm empfanden und diese sie
bei den alltaglichen Aktivitdten sehr eingeschrankt haben. Das Risiko flr unerwlinschte
Wirkungen sollte daher mdéglichst stark reduziert oder vermieden werden. Fir die Gruppe
der IM ist ein Schluss nur mit Vorbehalt zu ziehen, da hier nur vier beantwortete Bogen
vorlagen. Aus diesen vier resultiert auch der 100%-Wert. Interessant ist, dass alle IM
Uberlegten, ob sie Dextromethorphan wieder einnehmen wirden, es also zwar nicht
ausschlieen, aber dem auch nicht voll zustimmten. Das entspricht dem Ergebnis, dass
IM etwas schwachere unerwinschte Wirkungen als PM zeigten.

Der Therapieerfolg und die Arzneimitteltherapiesicherheit sind also vom CYP2D6-
Genotyp abhangig und das Auftreten von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen bei PM
ist sogar oftmals Therapie limitierend. Dextromethorphan ist demnach ein Arzneistoff, der
nach dem Genotyp personalisiert dosiert bzw. fir PM eine Alternative ausgewahlt werden
sollte.

5.8 Personalisierte Arzneimitteltherapie: Dosisempfehlung fur
Dextromethorphan in Anbetracht der diskutierten Ergebnisse

Die im Rahmen der Arbeit aufgezeigte eingeschrankte Arzneimitteltherapiesicherheit
unter Dextromethorphan bei IM und PM unterstreicht, dass auch die Empfehlung zur
Einnahme von Dextromethorphan personalisiert abgegeben werden sollte. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass insbesondere PM, aber auch IM, mehr
unerwunschte Wirkungen schon nach der Einnahme einer Einzeldosis haben.



Aufmerksamkeit und Reaktionsfahigkeit sind 12 Stunden nach Einnahme nicht
beeintrachtigt. Die schwere subjektive Beeintrachtigung der PM bereits durch die
Einmaldosis von Dextromethorphan zeigt sich daran, dass PM Dextromethorphan nicht
erneut einnehmen wurden. Ein PM brach die Studie sogar ab. Welche Empfehlungen
kann man den Patienten nun geben? Bei Kenntnis des Phano- oder Genotyps flr
CYP2D6 kénnte man eine Dosisanpassung durchfihren. Das ist flr die Arzneistoffgruppe
der Antidepressiva und Neuroleptika von der Gruppe Kirchheiner empfohlen worden
(Kirchheiner et al. 2001). Welche Dosisempfehlung aufgrund des Phano- oder Genotyps
sollte demnach fur Dextromethorphan gegeben werden?

Es ist bekannt, dass die Flache unter der Konzentrations-Zeitkurve (AUC) fur
Dextromethorphan infolge der erniedrigten Clearance (75 L/h vs. 20 L/h) bei PM 5,6-fach
so hoch wie bei normalen Metabolisierern ist (Dickinson et al. 2007). In dem hier
untersuchten Kollektiv wurde fir 141 Probanden die metabolische CYP2D6-Kapazitat
bestimmt. Diese lag im Mittel bei -2,42 + 0,4 und die aufgetretenen unerwinschten
Arzneimittelwirkungen waren positiv mit der metabolischen Kapazitat korreliert. PM litten
am meisten unter Nebenwirkungen und IM mehr als EM. Demnach ist es fur Patienten
sinnvoll, den CYP2D6- Genotyp bzw. Phanotyp zu kennen und die Dosis anzupassen.
Grundlage zur Berechnung der Dextromethorphandosis fur PM und IM bildet Folgendes:

Nach Angaben der Hersteller betrdgt die Plasmaeliminationshalbwertszeit 1,2-2,2
Stunden, kann jedoch bei einem genetischen Polymorphismus (PM) bis zu 48 Stunden
betragen (Fachinformation April 2007) und somit sehr stark variieren. Die Wirkung tritt
nach 15-30 Minuten ein und die Dauer betragt drei bis sechs Stunden. Ausgehend von
diesen Angaben kann man einen Plasmaspiegelverlauf fir einen PM simulieren. Die
Eliminationshalbwertszeit betragt, dem oben genannten entsprechend, ca. das 20-fache
und die Clearance ist um das 3,75-fache reduziert (Dickinson et al. 2007). Da
Dextromethorphan eine lineare Pharmakokinetik besitzt, konnte fir PM die Dosis um ca.
Ya, also auf 5 mg Dextromethorphan, reduziert werden, um eine den schnellen
Metabolisierer vergleichbare, systemische Verfligbarkeit zu erzielen. Bei dieser
Dosisberechnung ist zu berucksichtigen, dass es sich hierbei um eine rein
mathematischen Vorschlag handelt. Da es bei IM und PM auch unterschiedliche
Metabolisierungskapazitaten  gibt, ein jeder Mensch unterschiedlich  stark
pharmakodynamisch reagiert sind wahrscheinlich auch 5 mg nicht fir alle
eingeschrankten Metabolisierungstypen gleichermallen geeignet. In einer weiteren
klinischen Studie kénnte diese Fragestellung untersucht werden. Pragmatisch kénnte man
allerdings auch sagen, dass man in Anbetracht des hohen Risikos der genannten
unerwunschten Arzneimittelwirkungen bei PM, fur diese Personengruppe eine Therapie
mit  Dextromethorphan auch bei Einmal- bzw. Doppeldosis, also bei
bestimmungsgemalem Gebrauch, nicht empfiehlt sondern eine Therapiealternative im
Rahmen der Selbstmedikation vorschlagt.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit leisten einen Beitrag flr die
Arzneimitteltherapiesicherheit von Dextromethorphan in der Selbstmedikation. An diesem
Arzneistoff konnte exemplarisch gezeigt werden, dass die Einnahme des freiverkauflichen
Hustenstillers insbesondere fiir PM, aber wahrscheinlich auch bei IM, nicht ausreichend
sicher ist. Die Haufigkeit von PM und IM in unserer Bevdlkerung betragt zusammen ca.
23%. Damit handelt es sich bei diesen Ergebnissen um einen fir unsere Bevolkerung
sehr relevanten Beitrag fir die Arzneimitteltherapiesicherheit. Fir die hustenstillende
Therapie konnte fur diese Patientenpopulation ein alternativer Arzneistoff gewahlt werden,
wie zum Beispiel Pentoxyverin.

Die Ergebnisse der Umfrage haben gezeigt, dass Patienten Interesse an einer
pharmakogenetischen  Diagnostik  haben, die helfen  soll, unerwinschte
Arzneimittelwirkungen zu reduzieren. Sie mdchten dafiir von Arzten und Apothekern
gemeinsam beraten werden. Der Kenntnisstand zur Pharmakogenetik von beiden
Berufsgruppen scheint jedoch nicht ausreichend, um auf ein Fachwissen schliellen zu
kdnnen, das geeignet ware, dem Patienten beratend zur Seite zu stehen. Detaillierte
Hintergrundinformationen beider Fachgruppen fehlen, um die pharmakogenetischen
Aspekte fur die Arzneimitteltherapie als Werkzeug zielsicher einsetzen zu kénnen. Um
eine gezielte Interpretation pharmakogenetischer Daten in der Praxis zu gewahrleisten,
sind Weiterbildungen erforderlich, aus denen sich dann eine Umsetzung in die Praxis fur
den Patienten ergeben kann.

Die durchgefihrte regionale Verordnungsanalyse von Psychopharmaka 6ffnet aber auch
den Blick Uber den Rand der Selbstmedikation hinaus und schlagt die Bricke zu
verschreibungspflichtigen Arzneistoffen, die ebenfalls in hohem Umfang von CYP2D6
verstoffwechselt werden und mit 50% Verordnungshaufigkeit von klinischer Relevanz
sind. Eine beratende Tatigkeit des Apothekers fur den Arzt und den Patienten kann
helfen, auch die Pharmakotherapie bei psychiatrischen und neurologischen
Erkrankungen, insbesondere fir PM und IM, in Zukunft sicherer zu gestalten.

Die vorliegende Arbeit zeigt vor allem, wie wichtig die Dokumentation, Analyse und
Bewertung von unerwinschten Arzneimittelwirkungen in der Selbstmedikation durch den
Apotheker sind. Es gibt namlich keine andere Berufsgruppe, die fir diese Arzneistoffe
eine systematische Bewertung unmittelbar vornehmen konnte.

Im Rahmen der modernen Strategie einer personalisierten Arzneimitteltherapie kann die
vorliegende Untersuchung hier sogar eine Vorbildfunktion einnehmen. Das vermehrte
Auftreten unerwinschter Wirkungen bei IM und PM nach Dextromethorphaneinnahme
zeigt, dass diese einem deutlich hoéheren Risiko schon bei der indizierten Dosis
ausgesetzt sind und auch unter weiteren, in der Packungsbeilage nicht beschriebenen
Nebenwirkungen (hier: Schlafstérungen), leiden. Entweder sollte bei PM und evtl. IM fir
Dextromethorphan die Dosis dem Genotyp entsprechend angepasst oder auf alternative
Arzneistoffe zurlickgegriffen werden. Diese Ergebnisse bilden eine Grundlage flr
Untersuchungen des pharmakogenetischen Einflusses des CYP2D6 auf andere CYP2D6-
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relevant verstoffwechselte Arzneimittel(therapien). Die genotyp-spezifisch aufgetretenen
unerwlnschten Arzneimittelwirkungen sind nicht lebensbedrohlich. Sie kénnen dennoch
den Einzelnen im Alltag erheblich einschranken und im Einzelfall sogar sehr schwer sein,
welches der Abbruch der Studie auf Grund zu starker unerwtnschter Wirkungen eines PM
zeigt. Genotyp-basierte Dosisanpassungen sind flir manche Antidepressiva und
Neuroleptika bereits veroéffentlicht worden. FiOr die Therapie von PM mit
Dextromethorphan wurde in dieser Arbeit erstmals ein Dosierungsregime vorgeschlagen,
welches eine vergleichbare systemische Verflgbarkeit des Arzneistoffes wie bei EM zum
Ziel hat. Es ware sinnvoll, dieses flr IM und PM zu prifen, da die beschriebene Dosis-
Empfehlung nur auf Grundlage der Pharmakokinetik abgegeben und die individuell sehr
variierende Pharmakodynamik nicht bertcksichtigt wurde. Ob eine Dosisadaption fiir IM
und PM die Arzneimittelsicherheit und auch die Compliance flir die Arzneistoffe erhdhen
kann, die Uber dieses Enzym relevant verstoffwechselt werden, muss im Weiteren
untersucht werden.
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7 Zusammenfassung

Die Arzneimitteltherapie ist fir den Gesundheitszustand und die Lebensqualitat unserer
Bevolkerung entscheidend. Durch Kosteneinsparungen im deutschen Gesundheitssystem
kommt der Selbstmedikation in der Arzneimitteltherapie eine wachsende Bedeutung zu.
Etwa 45% der Arzneimittelpackungen werden hier abgegeben. Fur diese Patienten ist der
Apotheker der primare Ansprechpartner aber damit auch malRgeblich fur die
Arzneimitteltherapiesicherheit verantwortlich, die haufig unzureichend bekannt ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher systematisch die Arzneimitteltherapiesicherheit eines in
der Selbstmedikation wichtigen Hustenstillers, namlich Dextromethorphan, untersucht. Die
Frage war, ob sich eine Personengruppe auf der Grundlage des Genotyps von Cytochrom
P450 2D6 identifizieren lasst, fir die die Arzneimitteltherapiesicherheit bei Einnahme von
Dextromethorphan gefahrdet ist und die damit vor Beginn der Therapie identifiziert und
dann speziell beraten werden sollte.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Plazebo-kontrollierten prospektiven Probandenstudie
ergaben, dass selbst unter Dextromethorphan in Ublicher Einmal- oder Doppeldosis bei
langsamen (PM) und eingeschrankten Metabolisierern (IM) erhebliche unerwinschte
Wirkungen wie Schiaflosigkeit, Ubelkeit, Schwindel und Kopfschmerzen auftreten, die bei
einem PM-Probanden sogar zum Abbruch der Studie gefuhrt haben. PM hatten schon
nach Einnahme einer Einzeldosis gegeniber normalen Metabolisierern (EM) ein 4-fach
erhohtes Risiko fur unerwlinschte Arzneimittelwirkungen, IM ein 3-fach héheres Risiko
(p<0,05). Die Bedeutung dieser unerwinschten Wirkung wird deutlich in der Befragung
der Probanden nach Beendigung der Studie: 82% der PM im Vergleich zu 7% der EM
wirden Dextromethorphan nicht wieder einnehmen. Die Aufmerksamkeit oder
Reaktionszeit 12 Stunden nach Einnahme von Dextromethorphan war jedoch nicht
beeintrachtigt. Folgerichtig sollte also mindestens die Personengruppe der PM vor
Therapiebeginn durch Genotypisierung oder Phanotypisierung identifiziert werden. lhnen
konnte entweder eine Dosisanpassung, im Sinne einer deutlich niedrigeren
Dextromethorphandosis, oder ein Ausweichen auf einen anderen Arzneistoff empfohlen
werden. Die Wichtigkeit der Untersuchung wird deutlich, weil PM und IM
zusammengenommen ca. 23% unserer Bevolkerung ausmachen. Mit dieser
Therapiestrategie der personalisierten oder stratifizierten Arzneimitteltherapie kann der
Apotheker demnach einen wichtigen Beitrag zur Arzneimitteltherapiesicherheit im
Rahmen der Selbstmedikation leisten.

Dass ein eingeschrankter bzw. fehlender CYP2D6-Metabolismus nicht nur im Rahmen
der Selbstmedikation von Dextromethorphan von Bedeutung ist, zeigt die durchgefihrte
regionale Verordnungsanalyse von Psychopharmaka: immer noch werden zu ca. 50%
Arzneistoffe verordnet, die Uber CYP2D6 verstoffwechselt werden. Wie eine weitere
Umfrage im Rahmen dieser Dissertation ergab, reicht im Augenblick das Fachwissen von
Apothekern und Arzten noch nicht aus, um eine adaquate Beratung in
pharmakogenetischen Fragestellungen auszuiben. Es besteht demnach daflir dringender
Fort- und Weiterbildungsbedarf beider Berufsgruppen.




71 Summary

Pharmacotherapy is important for improving the quality of life of our population. Recent
cost cutting in healthcare is causing an increase in self-directed pharmacotherapy. Around
45% of all medication is given over the counter. The pharmacist is the primary person to
contact those patients and is responsible for effective pharmacotherapy, though the most
effective treatment is often undetermined. In this work the pharmaceutical safety of an
important cough suppressant, Dextromethorphan, was systematically examined. The
question analysed was whether people with a higher risk of side effects from
Dextromethorphan can be identified prior to treatment by their Cytochrom P450 2D6
genotype and whether personalized therapy can then be prescribed.

Results of the performed placebo-controlled volunteer study showed that when
administered single or double doses, poor metabolizers (PM) and intermediate
metabolizers (IM) suffer from severe side-effects just like insomnia, drowsiness, nausea
and headache. This led to a termination of participation in the study. The risk of adverse
reactions increased four-fold for PM compared to extensive metabolizers (EM) and three-
fold for IM (p < 0.05). The significance of these adverse reactions becomes evident in the
survey taken after the study: 82% of PM compared to 7% of EM would not take
Dextromethorphan again. Reaction-time and vigilance measured 12 hours after drug
intake were not reduced. Thus, at least the PM group should be indentified by geno- or
phenotyping before they are put on therapy with Dextromethorphan and treated
accordingly. Using a lower dose or choosing a different drug is highly recommended for
these patients. The importance of this work becomes clear since PM and IM account for
ca. 23 % of our population. Sticking to this therapeutic strategy of personalized or
stratified pharmacotherapy, the pharmacist can improve self-medicated pharmacotherapy.

The fact that CYP2D6-metabolism is relevant for Dextromethorphan medication was
shown in a regional prescription analysis of antipsychotic drugs; ca. 50 % of antipsychotic
drugs prescribed were found to be metabolized by CYP2D6. Another survey showed that
pharmacists and doctors are not yet educated to advise patients adequately in
pharmacogenetic questions. An urgent demand for training for these caregivers exists.
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9.1 Abkurzungsverzeichnis

AD Antidepressiva

AE Unerwiinschtes Ereignis

AIR Engl.: absolute risk increase= absolute Risikoerhéhung
AMG Arzneimittelgesetz

ANOVA Engl.: Analysis of variance = Varianzanalyse
DEX Dextromethorphan

DDD Engl. defined daily doses, tagliche Tagesdosen
DNS Desoxyribonukleinsaure

DTX Dextrorphan

DME assay Drug metabolizing enzyme assay (Firma Applied Biosystems)
EM Extensive metabolizer

FEV2 Fahreignungsverfahren Nummer 2

ID Identifikationsnummer

M Intermediate metabolizer

KG Kérpergewicht

kg Kilogramm

KOH Kaliumhydroxid

I Liter

In Naturlicher Logarithmus zur Basis e

Min Zeitmessung in Minuten

MR Metabolische Ratio

ms Zeitmessung in Millisekunden

NR Neuroleptika

Mg Mikrogramm

I Mikroliter

ml Milliliter

MW Arithmetischer Mittelwert
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ng

nm

PCR
pH
PK
PM
rpm
PPV
NPV

SD
UAW
URM
Vs.
WTS
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Anzahl

Nanogramm

Nanometer

Wahrscheinlichkeit

Engl.: Polymerase-Chain-Reaktion= Polymerase-Kettenreaktion
Negativer dekadischer Logarithmus der H;O"-Konzentration
Pharmakokinetik

Poor metabolizer

Engl.: Rotations per minute = Umdrehungen pro Minute

Engl. positive predicted value= positiv vorhergesagter Wert
Engl.: negative predicted value= negativ vorhergesagter Wert
Zeitangabe Sekunden

Standardabweichung

Unerwunschte Arzneimittelwirkung

Ultra rapid metabolizer, ultra schneller Metabolisierer

versus, lat. gegeniber

Wiener Test System
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Tabelle 14: Ergebnisse der internen Validierung der Genotypisierung von CYP2D6

Ubereinstimmung

Proband Untersucher 1 Untersucher2 . "
ja=1 nein=0

001 *1/*4 *1/*4 1
002 *1/*4 *11*4 1
003 *1/*1 *1/*1 1
004 *1/*1 *1/*1 1
005 *1/*5 *1/*5 1
006 *5/*6 *4/*6 1
007 *1/*4 *1/*4 1
008 *1/*1 *1/*1 1
009 *1/*1 *1/*1 1
010 *1/*4 *1/*4 1
011 *1/*1 *1/*1 1
012 *1/*1 *1/*1 1
013 *5/*5 *5/*5 1
014 *4/*1 *4/*1 1
015 *1/*1 *1/*1 1
016 *4/*1 *4/*1 1
017 *4/*4 *4/*4 1
018 *4/*1 *4/*1 1
019 *4/*5 *4/*5 1
020 *4/*4 *4/*4 1
021 *1/*1 *1/*1 1
022 *1/*1 *1/*1 1
023 *1/*1 *1/*1 1
024 *1/*1 *1/*1 1
025 *1/*1 *1/*1 1
026 *1/*1 *1/*1 1
027 *1/*1 *1/*1 1
028 *1/*1 *11 1
029 *1/*1 *11 1
030 *1/*1 *1/*1 1
031 *1/*1 *1/*1 1
032 *1/*5 *1I*5 1
033 *1/*1 *1*1 1
034 *1/*5 *1/1*5 1
035 *1/*1 *1/*1 1
036 *1/*1 *11 1
037 *1/*1 *11*1 1
038 *1/*1 *1/*1 1
039 *1/*1 *1/*1 1
040 *4*1x2 *1/*1x2 1
041 */*1 *1/*1 1
042 *1/*1 *1/*1 1
043 *4/*6 *4/*6 1
044 */*1 *111 1
045 *1/*1 *1/*1 1
Summe: 45 45 45 45

Aufgelistet sind alle untersuchten 45 Probanden mit den ermittelten Genotypen aus zwei unabhan-
gigen Untersuchern, *1 = Wildtyp, *4,*5 und *6 = defiziente Allele fir CYP2D6.

Tabelle 15: Ergebnisse der externen Validierung Epidaurus Biotechnologie AG
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CYP2D6
internal_code external_code allele 1 allele 2  phenotype
uD00000001 PO1 *1 *5 EM
uD00000002 P02 *5 *5 PM
uD00000003 P03 *1 *2 EM
UD00000004 P04 *4 *4 PM
UDO00000005 P05 *4 *6 PM
UD00000006 P06 *41 *41X2 ND
uD00000007 P07 *1 *4 EM
uD00000008 P08 *41 *5 M
UDO00000009 P09 *5 *6 PM
uD00000010 P10 *1 *2 EM

Aufgelistet sind die 10 untersuchten Probanden mit den ermittelten Genotypen der externen Vali-
dierung der Epidauros Biotechnologie AG, *1, *2= Wildtyp, *4,*5 und *6 = defiziente Allele fur
CYP2D6, *41= eingeschranktes Allel fur CYP2D6, EM= extensiver Metabolisierer, IM= intermedia-
rer Metabolisierer, PM= langsamer Metabolisierer, interal code= interne Codierung, External
Code= Codierung der Universitat Disseldorf.
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Tabelle 16: Ubersicht der Auswertung des Online-Fragebogens

Tabellarische Ubersicht: Auswertung des Online-Fragebogens
Frage: Hatten Sie nach der Einnahme von DEX UAW?

ja nein weild nicht
Gesamtpopulation
(n=53) 18 32 5
EM (n=38) 6 31 3
IM (n=4) 4 0 0
PM (n=11) 8 1 2
Frage: unter welchen UAW litten Sie?
keine Benommenheit/

Beschwerden Schwindel Ubelkeit Kopfschmerzen  Miidigkeit Euphorie  Schlafstérungen
Gesamtpopulation

(n=53) 33 15 5 2 18 5 7
EM (n=38) 32 3 0 0 7 0 0
IM (n=4) 0 4 1 1 2 1 1
PM (n=11) 1 8 4 1 9 0 6
Frage: Wie fuhlten Sie sich nach der Einnahme?
eher
sehr gut gut schlecht  sehr schlecht weil3 nicht
Gesamtpopulation
(n=53) 6 31 9 4 3
EM (n=38) 6 28 2 0 2
IM (n=4) 0 0 4 0 0
PM (n=11) 0 3 3 4 1
Frage: Ich werde DEX ohne Bedenken wieder einnehmen
Ich stimme voll Ich stimme eher Ich lehne Ich lehne véllig
zu zu eher ab ab weil3 nicht
Gesamtpopulation
(n=53) 19 10 12 7 5
EM (n=38) 18 9 6 0 5
IM (n=4) 0 0 4 0 0
PM (n=11) 1 1 2 7 0
Frage: Ich werde andere Arzneimittel ohne Bedenken wieder einnehmen
Ich stimme voll Ich stimme eher Ich lehne Ich lehne véllig
zu zu eher ab ab weild nicht
Gesamtpopulation
(n=53) 28 17 2 0 6
EM (n=38) 20 11 2 0 5
IM (n=4) 2 2 0 0 0
PM (n=11) 6 4 0 0 1
Frage: Seit Kenntnis meines Genotyps, bin ich mit AM vorsichtiger und frage
bezuglich der Verstoffwechselung nach
Ich stimme voll  Ich stimme eher Ich lehne Ich lehne véllig
zu zu eher ab ab weil3 nicht
Gesamtpopulation
(n=53) 12 25 7 5 4
EM (n=38) 9 17 6 4 2
IM (n=4) 1 1 1 1 0
PM (n=11) 2 7 0 0 2

DEX = Dextromethorphan, UAW = unerwinschte Arzneimittelwirkungen, n = Anzahl der Befragten,
EM = extensive Metabolisierer, IM = intermediare Metabolisierer, PM = langsame Metabolisierer.
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