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1 Einleitung 
 

 

1.1 Cytochrom P450-Enzyme 

 

1.1.1 Entstehung 

 

Cytochrom-Enzyme der Reihe P450 beschreiben eine Klasse von Häm-haltigen 

Proteinen, welche für ihre katalytische Aktivität sowohl Sauerstoff, als auch 

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat benötigen.1 Die P450-Superfamilie besitzt 

einen sehr alten Stammbaum. Es wird angenommen, dass das Urgen bereits vor der 

Auftrennung der Organismen in Prokaryonten und Eukaryonten vor über 3.5 Billionen 

Jahren existierte.2 Das Vorkommen der P450-Enzyme in beiden Organismen mag den 

Umstand erklären, dass heute die P450-Enzyme der Mammalier sowohl in den 

Mitochondrien als auch im mikrosomalen Enzym-Pool vorkommen. Die Funktion der 

frühen Enzyme beinhaltete wahrscheinlich den Erhalt der Membranintegrität, die 

Bereitstellung von Zugangswegen zu neuen Energiequellen,3 und später auch die Rolle 

in der Aufrechterhaltung von steady-state-Niveaus endogener Liganden, die an 

Wachstum und Entwicklung beteiligt sind.4 Die Expansion isozymaler Formen 

innerhalb der Eukaryonten während der letzten 800 Millionen Jahre wurde auch schon 

als eine Form der Kriegsführung zwischen Pflanzen und Tieren bezeichnet.5 Als die 

Tiere anfingen, sich zu differenzieren und Pflanzen zu fressen, entwickelten jene 

Toxine, die sie weniger schmackhaft machen sollten. Daraufhin wurden wiederum neue 

Formen der P450-Enzyme kreiert, um diese Pflanzenprodukte abbauen zu können.6 

Nebenbei gesagt sind viele unserer heutigen Pharmazeutika Abkömmlinge gerade dieser 

giftigen Pflanzenprodukte von damals. 

 1 



1.1.2 Funktion 

 

Die mikrosomalen P450-Cytochrome sind im glatten endoplasmatischen Retikulum 

überwiegend der Leber ansässig. Im Prozess des oxidativen Pharmakametabolismus 

sind sie für die Umwandlung des Hauptanteils der lipophilen Substanzen in 

hydrophilere Substanzen verantwortlich, die somit besser ausgeschieden werden 

können. Im Vergleich zu anderen Enzymklassen, ist an den P450-vermittelten 

Metabolismus ein gewisser Grad der Nichtspezifität geknüpft. Das bedeutet, dass ein 

P450-Enzym verschiedene Substrate umsetzen kann, und einige Substrate von 

unterschiedlichen P450-Enzymen metabolisiert werden können. 

 

 

1.1.3 Nomenklatur 

 

Bereits Ende der 80´er Jahre wurde für die P450-Isoenzyme eine Nomenklatur 

vorgeschlagen.7 Die Einteilung der Enzyme in Familien und Subfamilien innerhalb 

dieses Systems basiert auf der Ähnlichkeit der Gene. Cytochrom P450-Enzyme werden 

so benannt, dass dem Term CYP eine Zahl folgt, welche die Familie repräsentiert, ein 

Buchstabe für die Subfamilie und jeweils eine Zahl für das einzelne Enzym.8 Zwischen 

den Familien differieren die Proteinsequenzen im allgemeinen um mehr als 40%. Im 

Gegensatz dazu repräsentiert jede Subfamilie eine Ansammlung von sehr nahe 

stehenden Genen, von denen jedes eine fortlaufende Zahl innerhalb der Subfamilie 

zugeordnet bekommt. Enzyme der Familien CYP1, CYP2 und CYP3 sind die P450-

Enzyme mit dem höchsten Anteil an der Metabolisierung von Arzneistoffen. 

 

 

 2 



Tabelle 1 zeigt einige Aspekte dieser Isoenzyme auf 

 

Clinically Used Drugs Metabolized by Cytochrome P450 

Substrates 

      

1A2 2C19 2C9 2D6 2E1 3A4,5,7 

      
Clozapine Proton Pump NSAIDs: Beta Blockers: Acetaminophen Macrolide 

Imipramine Inhibitors: Diclofenac S-metoprolol Chlorzoxazone Antibiotiotics: 

Mexillitene Omeprazole Ibuprofen Propafenone Ethanol Clarithromycin 

Naproxen Iansoprazole Piroxicam Timolol  Erythromycin 

Riluzole Pantoprazole    NOT Azithromycin 

Tacrine  Oral Antidepressants:   

Theophylline Anti-epileptics: Hypoglycemic Amitriptylline  Anti-arrhythmics: 

 Diazepam Agents: Clomipramine  Quinidine 

 Phenytoin Tolbutamide Desipramine   

 Phenobarbitone Glipizide Imipramine  Benzodiazepines: 

   Paroxetine  Alprazolam 

 Amitriptyline Angiotensin II   Diazepam 

  Blockers: Antipsychotics:  Midazolam 

 Cyclophosphamide NOT candesartan Haloperidol  Triazolam 

 Progesterone Irbesartan Risperidone   

  Iosartan Thioridazine  Immune 

  NOT valsartan   Modulators: 

   Codeine  Cyclosporine 

  Celecoxib Dextromethorphan  Tacrolimus 

  Fluvastatin Flecainide  (FK506) 

  Naproxen Mexiletine   

  Phenytoin Ondansetron  HIV Protease 

  Sulfamethoxazole Tamoxifen  Inhibitors: 

  Tamoxifen Tramadol  Indinavir 

  Tolbutamide Venlafaxine  Ritonavir 

  Torsemide   Saquinavir 

  Warfarin    

     Prokinetics: 

     Cisapride 

      

     Antihistamines: 

     Astemizole 

     Chlorpheniramine 

      

     Calcium Channel 

     Blockers: 

     Amlodipine 
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     Diltiazem 

     Felodipine 

     Nifedipine 

     Nisoldipine 

     Nitrendipine 

     Verapamil 

      

     HMG CoA 

     Reductase 

     Inhibitors: 

     Atorvastatin 

     Cerivastatin 

     Iovastatin 

     NOT Pravastatin 

     Simvastatin 

      

     Buspirone 

     Maethadone 

     Pimozide 

     Quinine 

     Sildenafil 

     Tamoxifen 

     Trazodone 

     Vincristine 

Inhibitors(Ki) 

      

1A2 2C19 2C9 2D6 2E1 3A4,5,7 

      
Cimetidine Fluoxetine Amiodarone Amiodarone Disulfiram HIV Protease 

Fluoroquinolones Fluvoxamine Fluconazole Chlorpheniramine  Inhibitors: 

Fluvoxamine Ketoconazole Isoniazid Cimetidine  Indinavir 

Ticlopidine Iansoprazole Ticlopidine Clomipramine  Nelfinavir 

 Omeprazole  Fluoxetine  Ritonavir 

 Ticlopidine  Haloperidol  Saquinavir 

   Methadone   

   Mibefradil  Amiodarone 

   Paroxetine  NOT Azithromycin 

   Quinidine  Cimetidine 

   Ritonavir  Clarithromycin 

     Erythromycin 

     Fluoxetine 

     Grapefruit Juice 

     Itraconazole 

     Ketoconazole 

     Mibefradil 

     Nefazodone 

     Troleandomycin 
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Inducers 

      

      

1A2 2C19 2C9 2D6 2E1 3A4,5,7 

      
Tobacco  Rifampin  Ethanol Carbamazepin 

  Secobarbital  Isoniazid Phenobarbital 

     Phenytoin 

     Rifabutin 

     Rifampin 

     St. John´s wort 

     Troglitazone 

      

Source: http://medicine.iupui.edu/flockhart/clinlist.html   Updated: 02/01/2002 

      

 

 

1.1.4 CYP1 

 

Die CYP1-Familie hat nur eine Subfamilie, CYP1A. Beim Menschen beinhaltet diese 

Subfamilie CYP1A1 und CYP1A2. Beide sind für die Aktivierung zahlreicher 

Promutagene und Procarcinogene verantwortlich.9 Die Induktion von CYP1A bei 

Rauchern erklärt ihre schnellere Coffein-Clearance im Vergleich zu Nichtrauchern.10 

 

1.1.5 CYP2 

 

Die CYP2-Familie wird in der Leber von nicht weniger als fünf Subfamilien vertreten. 

Die Subfamilien CYP2A und CYP2B wurden noch nicht im Detail untersucht. Die 

CYP2C-Subfamilie umfasst wenigstens sieben Gene.11 Die Gene für CYP2C9 und 

CYP2C10 unterscheiden sich nur in zwei Basen ihrer codierten Region, teilen sich viele 

ihrer Substrate und werden oft als CYP2C9/10 zusammengefasst. Ein anderes wichtiges 

 5 



Mitglied der CYP2C-Subfamilie ist das genetisch polymorph vererbte (S)-

Mephenytoin-Hydroxylase-CYP2C19. CYP2E1 ist der einzige, aber hoch geschätzte 

Vertreter der CYP2E-Familie, und steht für das mikrosomale Alkohol-Oxidations-

System.12 

CYP2D6 ist vielleicht das best bekannte oder am meisten erforschte der mikrosomalen 

P450-Enzyme, trotz seines relativ geringen Vorkommens in der Leber. Es ist die 

Ursache für den polymorphen Metabolismus von Debrisoquin und Spartein. Andere 

Charakteristika dieses Enzyms sind die relative Resistenz gegenüber Induktion,13 die 

Eigenschaft schon bei klinisch relevanten Konzentrationen einiger Substrate abgesättigt 

zu sein,14 15 16 17 Stereoselektivität in Abhängigkeit einiger Substrate (z.B. 

Propranolol)18, Produkte (z.B. Debrisoquine)19, oder Inhibitoren (z.B. 

Quinidine/Quinine)20. Substrate von CYP2D6 sind eine Reihe kardiovaskulärer 

Medikamente, neuroaktiver Substanzen wie Neuroleptika, tricyclische Antidepressiva 

und Monoxidasehemmstoffe, und die Morphinderivate Codein und 

Dextromethorphan.21 

 

1.1.6 CYP3 

 

Die größte Fraktion der P450-Enzyme der Leber bilden die Mitglieder der CYP3A-

Subfamilie, überwiegend CYP3A3 und CYP3A4, welche zu 99% in ihrer 

Aminosäurensequenz übereinstimmen, immunhistochemisch nicht unterscheidbar 

sind22, und keinen bekannten Unterschied in ihrer katalytischen Aktivität besitzen.23 

CYP3A5 wurde nur bei etwa 30% der Bevölkerung in der Leber nachgewiesen und ist 

in seiner metabolischen Kapazität weit mehr eingeschränkt als CYP3A4.24 Sein 

häufiges Vorkommen im Nierengewebe könnte Analysen zum Arzneistoffmetabolismus 

im Urin erschweren.25 Charakteristika der CYP3A-Subfamilie sind Induzierbarkeit26, 
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Expression in klinisch relevanten extrahepatischen Geweben27 28, Beteiligung am 

Metabolismus endogener Steroide29 30, und die Fähigkeit verstärkte Enzymaktivität in 

der Anwesenheit von Flavonoiden und einiger Substrate zu entfalten.31 

 

1.1.7 Zusammenfassung 

 

Die Aktivität all dieser Enzyme variiert zwischen einzelnen Individuen und ethnischen 

Gruppen. Eine Reihe von Genen, die für CYP-Enzyme codieren, besitzen 

unterschiedliche Allele aufgrund von Mutation. Die Existenz dieser Allele in 

wenigstens 1% der Bevölkerung wird als genetischer Polymorphismus bezeichnet.32 

Einzelne Genmutationen im Sinne von Genotypen können durch DNA-Analysen 

identifiziert werden. Genetischer Polymorphismus hat die Expression von Enzymen zur 

Folge, die funktionell entweder normal, abnormal oder inaktiv sind. 

 

 

1.2 Die Alkoholkrankheit 

 

Die Alkoholkrankheit ist das sozialmedizinische Problem Nummer 1. Durch Fehlzeiten 

am Arbeitsplatz, verringerte Arbeitsleistung, alkoholbedingte Verkehrs- und 

Betriebsunfälle sowie direkte und indirekte Krankheits- und Behandlungskosten 

(Produktionsausfall, Invalidität, Frühberentung) entstehen für Staat und Gesellschaft 

schwere wirtschaftliche Belastungen von jährlich rund 80 Milliarden DM. Etwa die 

Hälfte aller Straftaten wird unter Alkoholeinfluss verübt. Wegen Alkohol am Steuer 

werden in Deutschland jährlich ca. 280 000 Führerscheine eingezogen. Kaum 

abschätzbar sind die negativen Folgen für Individuum und Familie. Das persönliche 

Leid der Betroffenen und ihrer Angehörigen ist nicht in Zahlen fassbar. 
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Nach Felduntersuchungen sind etwa 3 bis 5% der Gesamtbevölkerung alkoholabhängig. 

Gemäss der Statistik der Deutschen Hauptstelle gegen die Suchtgefahren (DHS) leben 

bundesweit ca. 2,5 bis 3 Millionen Alkoholkranke, davon etwa 500 000 Kinder und 

Jugendliche von 12 bis 21 Jahren. Hinzu kommt eine schwer zu ermittelnde 

Dunkelziffer. Männer sind häufiger alkoholkrank als Frauen, wenngleich bei diesen 

ebenso wie bei Jugendlichen eine deutlich zunehmende Tendenz besteht. Die Zahl der 

Abhängigen korreliert mit dem Pro-Kopf-Verbrauch von Alkohol. (Abbildung 1.1) 

Deutschland

Frankreich

Portugal

Schweiz

Ungarn

Spanien

Österreich

Dänemark

Italien

USA

Japan

Südafrika

0 2 4 6 8 10 12 14

Liter

Deutschland

Frankreich

Portugal

Schweiz

Ungarn

Spanien

Österreich

Dänemark

Italien

USA

Japan

Südafrika

Pro-Kopf-Konsum an Alkohol in Liter pro Jahr in verschiedenen 
Ländern

 

Abb. 1.1 

 

In psychiatrischen Landeskrankenhäusern stellen Alkoholkranke die größte 

Patientengruppe (bei männlichen Patienten 30 bis 40% der Gesamtklientel); 

dominierende Altersgruppe sind die 25- bis 55-jährigen. Ergänzend ist zu 

berücksichtigen, dass auf jeden Alkoholkranken mindestens zwei Mitbetroffene 

kommen: Partner, Eltern, Geschwister, Kinder, Freunde, die häufig als „Co-

Alkoholiker“ fungieren. 
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Die Lebenserwartung von Alkoholikern ist im Vergleich zur Bevölkerung um ca. 15% 

(=10 Jahre) reduziert. Mehr als 40 000 Menschen sterben in Deutschland jährlich an den 

Folgen des Alkoholkonsums. 

Der Alkoholismus hat eine multifaktorielle Genese: Die Wirkung der Droge Alkohol, 

individuelle Faktoren, das soziale Umfeld sowie aktuelle Situationen können zum 

Alkoholmissbrauch und zur Abhängigkeit führen. (Abbildung 1.2)33  

 

 

Entstehungsbedingungen

Individuum
- genetische Faktoren
- neurotische Persönlich-
  keitsentwicklung
- erlerntes Fehlverhalten
- "broken home"
- elterliches Vorbild

Drogen
- Angstlösung
- Enthemmung
- Euphorisierung
- Kontaktförderung

Alkoholmissbrauch
Alkoholabhängigkeit

Soziales Umfeld
- Risikoberufe
- Verfügbarkeit
- Konsumsitten
- Trinkzwänge
- Image von Abstinenz
- Freizeitvakuum

Aktuelle Situation
- Schul-/Berufsprobleme
- Partner-/Familien-
   probleme

 

Abb. 1.2 Entstehung des Alkoholismus 
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Veränderungen in der glutamatergen Neurotransmission werden für eine Reihe von 

psychiatrischen Erkrankungen, wie Suchterkrankungen, Schizophrenie und 

neurodegenerativen Krankheiten verantwortlich gemacht. 

Neurobiologische Untersuchungen zum Alkoholismus zeigen, dass einige der akuten 

und chronischen Wirkungen von Alkohol über die exzitatorisch wirkende Aminosäure 

Glutamat vermittelt werden und  dass bei Alkoholkranken eine Dysfunktion in einigen 

Glutamatabhängigen Rezeptorsystemen vorherrscht.34 

Alkohol selbst inhibiert die Aktivität des NMDA-Rezeptors und reduziert die NMDA-

stimulierenden Ionenströme in Abhängigkeit der Alkoholkonzentration. Eine 

Dysfunktion der glutamtergen Neurotransmission ist die Ursache der neuronalen 

Hyperexcitabilität, die zum Beispiel zu Krampfanfällen und zum Delirium tremens 

führt. Langjähriger Alkoholmissbrauch erhöht die NMDA-Rezeptorendichte, die 

Bindungsaffinität und erzeugt eine Kreuztoleranz mit anderen non-kompetitiven 

NMDA-Antagonisten.35 36 37 38 

 

Im Verständnis der Grundlagen der Alkoholabhängigkeit und anderen Substanzen mit 

Suchtpotential, nimmt das glutamaterge NMDA-Rezeptorsystem (N-methyl-D-aspatate-

receptor) eine zunehmend zentrale Bedeutung ein. 
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1.3 Fragestellung
 

 

1.3.1 Entwicklung des CYP2D6-Phänotypisierungstests 

 

Die Aktivität der CYP-Enzyme kann sowohl mittels in-vitro als auch in-vivo Techniken 

ermittelt werden.  

In-vivo kann die Aktivität der CYP-Enzyme durch den Einsatz von standardisierten 

Phänotypisierungsverfahren ermittelt werden. Das Phänotypisieren erfolgt durch die 

Verabreichung einer Testsubstanz, das Gewinnen und Analysieren von Blut- oder 

Urinproben, und das Errechnen eines Index der Enzymaktivität, basierend auf dem 

Verhältnis von verabreichtem Wirkstoff zu verstoffwechseltem Metabolit durch das 

jeweilige Enzym. 

 

Da der Abbau des Dextromethorphan über das Cytochrom P450 Enzymsystem der 

Leber genetisch variabel schnell oder sehr langsam erfolgt, musste ein Test entwickelt 

werden, mit dem auf einfache Weise und einer möglichst geringen Dosis von 

Dextromethorphan der Metabolisierungstyp eines Menschen für diese Substanz zu 

ermitteln ist. 

 

 

1.3.2 Aufbau der Analysenmethode 

 

Zur Analyse der Testdroge Dextromethorphan und seiner Abbauprodukte Dextrorphan, 

Methoxymorphinan und Hydroxymorphinan wurde die Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie in Anlehnung an die im Neurochemischen Labor für Antidepressiva 

bereits etablierte Analysenmethode gewählt und aufgebaut. 
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1.3.3 Untersuchung des Dextromethorphanmetabolismus bei Alkoholkranken und 

Nicht-Alkoholkranken 

 

In den meisten Studien am Menschen zur Untersuchung der Glutamat-Rezeptorfunktion 

in psychiatrischen Erkrankungen werden non-kompetitive NMDA-Antagonisten wie 

Pentachlorphenol (PCP) oder Ketamin eingesetzt.40 41 42 

Der non-kompetetive NMDA-Antagonist Dextromethorphan und sein Hauptmetabolit 

Dextrorphan, ebenso ein NMDA-Antagonist, könnten in neuropharmakologischen 

Untersuchungen am Menschen bevorzugt Verwendung finden.  

Dextromethorphan ist ein spezifischer non-kompetetiver Antagonist mit einer 

Bindungsaffinität am Ionenkanal des NMDA-Rezeptorkomplex von Ki (nM) 3500. Sein 

Metabolit Dextrorphan hat eine Ki (nM) von 222. Im Vergleich hierzu haben PCP eine 

Ki von 42, Memantine eine Ki von 540 und Amantadine eine Ki von 10500. 

Dextromethorphan wird über den Gastrointestinaltrakt rasch aufgenommen, in der 

Leber über das Cytochrom P450-Enzymsystem metabolisiert und über die Niere 

ausgeschieden. 

 

Seit über 40 Jahren wird Dextromethorphan als ein sogenanntes „over-the-counter“- 

Antitussivum weltweit verwendet. Es hat eine sehr hohe therapeutische Breite und ein 

Missbrauch ist praktisch nicht beschrieben.  

Somit bietet sich der Einsatz von Dextromethorphan in klinischen Untersuchungen mit 

Suchtkranken geradezu an. 

 

Dextromethorphan als non-kompetetiver NMDA-Rezeptorantagonist wird in dieser 

Arbeit als Testsubstanz zur Phänotypisierung von CYP2D6 und CYP3A4 bei 

Alkoholkranken und Nicht-Alkoholkranken verwendet.  
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In der Literatur gibt es Untersuchungen, die Dextromethorphan einen neuroprotektiven 

Effekt zuweisen.43 Außerdem wird Dextromethorphan unter anderem in 

Untersuchungen zur Schmerztherapie, im Opiatentzug und als Anticraving-Mittel 

eingesetzt.44 45 46  Untersuchungen zum Metabolismus von Dextromethorphan bei 

Alkoholkranken sind bis dato ein Novum. 

 

Die in dieser Arbeit analysierten Proben zum Dextromethorphanmetabolismus bei 

Alkoholkranken und Nicht-Alkoholkranken stammen aus einer doppelblinden Placebo-

kontrollierten Studie, welche die Effekte einer einmaligen Gabe des non-kompetitiven 

NMDA-Rezeptor-Antagonisten Dextromethorphan auf die subjektive Befindlichkeit, 

insbesondere auf Craving und alkoholartige Intoxikation, sowie parallel die Einflüsse 

auf Verhaltensparameter, physiologische Parameter und neurochemische Parameter 

untersucht.
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2 Material und Methoden 

 

 

2.1  Dextromethorphan 

 

2.1.1 Struktur 

 

Dextromethorphan (3-Methoxy-17-Methylmorphinan) ist ein weitverbreitetes, gut 

wirksames, nicht narkotisch wirkendes und frei verkäufliches Antitussivum, zum 

Beispiel WICK® Formel 44 Plus Hustenpastillen S entsprechend 7,33 mg pro Pastille, 

TUSS Hustenstiller Saft RENTSCHLER® entsprechend 3,664 mg pro 5 ml, 

Hustenstiller RATIOPHARM® Kapseln entsprechend 21,986 mg pro Kapsel. Wie 

Codein ist Dextromethorphan ein Morphinderivat. 

Nach oraler Applikation wird es rasch zu Dextrorphan (3-Hydroxy-17-

Methylmorphinan), 3-Hydroxymorphinan und 3-Methoxymorphinan metabolisiert. 

 

2.1.2 Metabolismus 

 

An menschlichen Lebermikrosomen wurde untersucht, dass Dextromethorphan über die 

Cytochrom P450-Enzyme CYP2D6 und Vertreter der CYP3A-Familie metabolisiert 

wird. CYP2D6 vermittelt die O-Demethylierung des Dextromethorphan zu 

Dextrorphan. CYP3A-Enzyme katalysieren die N-Demethylierung des 

Dextromethorphan zu 3-Methoxymorphinan. Sehr wichtig dabei ist, dass Dextrorphan 

nicht über CYP3A und 3-Methoxymorphinan nicht über CYP2D6 gebildet werden 

können. Sowohl Dextrorphan als auch 3-Methoxymorphinan werden weiter zu 3-

Hydroxymorphinan demethyliert. Der sekundäre Metabolit 3-Hydroxymorphinan 
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entsteht aus Dextrorphan mittels CYP3A-Enzymen und aus 3-Methoxymorphinan 

mittels CYP2D6.47 48 49 50 51  

 

 

Abbildung 2.1 zeigt die Strukturformeln von Dextromethorphan und seinen O- und N-

demethylierten Metabolite. 

 

 

 

 

N N

HOO

CH 3 CH 3

H C3

Dextrom ethorphan (DM )

CYP2D6
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CYP3A CYP3A  

NH NH

OHO
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3-Methoxymorphinan (3-MM)                                        3-Hydroxymorphinan (3-HM)
 

Abb. 2.1: Strukturformeln von DM und seiner O- und N-demethylierten Metabolite 
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Im Metabolismus des Dextromethorphan über CYP2D6 existiert eine sehr grosse 

Variationsbreite.52 Es wurde gezeigt, dass dieser Abbauweg einem genetischem 

Polymorphismus des CYP2D6 unterliegt.53 Demnach können Menschen in sogenannte 

„extensive metabolizer“ und „poor metabolizer“ eingeteilt werden. Die Häufigkeit des 

poor-Metabolisierungs-Status rangiert zum Beispiel zwischen 1% in der chinesischen 

Bevölkerung und 7% in der schwedischen Bevölkerung.54 

 

 

2.1.3 Wirkung 

 

Die antitussive Wirkung des nicht narkotisierenden Morphinderivats Dextromethorphan 

kommt schon seit über vierzig Jahren in bewährter Weise zur Anwendung. 

Diese „alte“ Substanz hat bereits auf sich aufmerksam gemacht, als ihr antikonvulsive 

und neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben wurden. Diese beruhen auf 

wenigstens vier verschieden Mechanismen: 1) Bindung an die „high-affinity DM1-σ1“-

Bindungsstellen55 ; 2) nicht-kompetitiver Antagonismus der NMDA-Rezeptoren56 ; 3) 

Hemmung des Calcium-Einstroms über Spannungs-abhängige Ca2+-Kanäle57 ; und 4) 

Interaktion mit Spannungs-abhängigen Na+-Kanälen.58 

Diese ermutigenden experimentellen Ergebnisse führten zu einer Reihe klinischer 

Ansätze bei der Behandlung verschiedenster neurologischer Erkrankungen.59 60  
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2.2 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

 

Die HPLC (High Performance Liquid Chromatography) hat einen außerordentlich 

weiten Anwendungsbereich und ist aufgrund der hohen Anzahl an 

Variationsmöglichkeiten für nahezu jedes Trennproblem geeignet. Es können unpolare 

(gesättigte und ungesättigte Kohlenwasserstoffe), polare (nichtionische organische 

Verbindungen) und ionische (Salze, Säuren, Basen) Substanzgruppen sowie Isomere 

und Biopolymere getrennt werden. An das zu trennende Substanzgemisch werden 

lediglich bezüglich seiner Löslichkeit (möglichst im Fließmittel), seiner Haltbarkeit und 

seiner Detektierbarkeit (UV- / Fluoreszenz-Aktivität) bestimmte Anforderungen 

gestellt.61  

 

 

2.2.1 Das chromatographische Trennprinzip 

 

Die Auftrennung einer Probe in Einzelsubstanzen erfolgt in der Chromatographiesäule, 

die in einem Edelstahlmantel einen dichten Verband poröser Teilchen mit großer 

Gesamtoberfläche enthält (Säulenpackung /-bett, meist Kieselgel- oder Polymermatrix) 

und von einer mobilen Phase (Eluent) durchströmt wird. Die stationäre Phase besteht 

bei der Liquid-Solid-Adsorptionschromatographie (LSC) aus dem Säulenbett, bzw. aus 

der Grenzfläche der porösen Teilchen, an der die Wechselwirkung mit den 

Probenmolekülen stattfindet.62  

Bei der Liquid-Liquid-Verteilungschromatographie (LLC) ist die stationäre Phase eine 

Flüssigkeit, die als dünne Schicht auf den porösen Teilchen des Säulenbettes (in diesem 

Fall Trägermaterial genannt) ausschließlich auf Grund von relativ schwachen 

Adhäsionskräften haftet. Durch die Verbindung  der stationären Phase mit dem 
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Säulenbett, was meist in einer chemischen Reaktion der Silanolgruppen des 

Trägermaterials mit substituierten Chlorsilanen erfolgt, erhält man sogenannte 

gebundene Phasen.61 Sind die Substituenten der Chlorsilane polar, erhält man eine 

sogenannte chemisch gebundene Normalphase (normal phase), sind sie unpolar, 

sogenannte chemisch gebundene Umkehrphasen (reversed phase). Die Gestalt der 

stationären Phase variiert dabei in Abhängigkeit von der Polarität der mobilen Phase: Ist 

diese stark polar (z.B. Wasser), so werden die Alkylketten der Chlorsilane durch 

hydrophobe Wechselwirkungen an das Trägermaterial gedrückt, ist sie stark apolar, so 

lagern sich die Eluensmoleküle zwischen die Alkylketten ein, so dass diese quasi in der 

mobilen Phase „schweben“. 

Die eigentliche Auftrennung in die stofflichen Einzelbestandteile erfolgt nach dem 

Aufbringen des Substanzgemisches auf Grund der unterschiedlichen Verweilzeiten, die 

sich beim Herunterwaschen von der Säule (eluieren) für die Einzelsubstanzen in der 

Säule ergeben. Die unterschiedlichen Verweilzeiten kommen dadurch zustande, dass die 

Verteilungsgleichgewichte für die Einzelsubstanzen unterschiedliche Werte haben, so 

dass sie unterschiedlich lange in der stationären Phase verweilen. 

 

 

2.2.2  Aussehen und Informationsgehalt eines Chromatogramms 

 

Die Zeit, die eine Substanz benötigt, um vom Injektionsventil zum Säulenende zu 

gelangen, heißt Retentionszeit tR. Die Retentionszeit tR setzt sich zusammen aus den 

Verweilzeiten in der stationären Phase (tS = Nettoretentionszeit) und der mobilen Phase 

(tM = Säulentotzeit), sowie der apparativen Totzeit (textra = Extratotzeit), wobei tM und 

textra für alle Probenkomponenten näherungsweise gleich sind.61  
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tR = tS + tM + textra 

 

Die auf die Säulentotzeit normierte Nettoretentionszeit einer Substanz A nennt man 

Kapazitätsfaktor k´(A); er ist von den Säulenabmessungen unabhängig: 

 

k´(A) = tS(A)/tM 

 

Die Qualität einer Trennung (Auflösung) wird durch zwei Zeiten beeinflusst, den 

Peakabstand ∆t (gemessen als Abstand der Peakmaxima) und die Peakbreite ω.61 Ein zu 

kleines ∆t geht auf ein ungeeignetes Trennsystem (falsche Säule oder falsches Eluens), 

eine zu große Peakbasisbreite ω auf ein schlechtes Trennsystem (meist eine schlechte 

Trennsäule) zurück. 

 

 

 

2.2.3  RPLC - Vorteile und Besonderheiten 

 

Als Umkehrphasensystem arbeitet die RPLC (Reversed Phase Liquid Chromatography) 

mit polaren mobilen und unpolaren stationären Phasen, die meist durch Umsetzung von 

extrem reinem synthetischen SiO2 mit Alkylchlorsilanen, vorzugsweise 

Octadecylchlorsilan (ODS) aber auch Methyl-, Butyl- und Octylchlorsilan chemisch 

modifiziert und somit äußerst stabil und benutzerfreundlich sind. Um eine möglichst 

unpolare stationäre Phase zu erhalten, führt man anschließend noch ein sogenanntes 

„endcapping“ durch, eine Umsetzung mit Trimethylchlorsilan, das wegen seiner 

geringeren Größe auch noch mit OH-Gruppen in engeren Poren des Trägermaterials 

reagieren kann, die das ODS nicht mehr erreichen kann.61  
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Aus Gründen der Reproduzierbarkeit betreibt man ODS-Phasen meist bei 40°C.63 

Häufig verwendete Eluentien für ODS-Säulen sind Methanol, Acetonitril und 

Tetrahydrofuran, sowie deren Gemische mit Wasser. Sobald das Elutionsmittel eine 

oder mehrere organische Komponenten enthält, wie in den meisten Fällen, wird 

allerdings auch dieses zumindest teilweise in die C18-Schicht adsorbiert und dort 

Bestandteil der stationären Phase. Durch die Gegenwart des adsorbierten 

Elutionsmittelanteils erhält das RPLC-System viel LLC-Eigenschaften.61  

Wegen der Beseitigung fast aller polaren Gruppen kann man für die Art der 

Wechselwirkung zwischen stationärer ODS-Phase und Probensubstanzen vor allem 

dispersiven Charakter annehmen. Allerdings spielt die Entropie in den chemisch 

gebundenen Umkehrphasen bei der Adsorption in die stationäre ODS-Phase eine 

bedeutendere Rolle, da die gelösten Moleküle je nach ihrer Struktur zwischen die 

gebundenen C18-Ketten und darin bereits adsorbierten Eluensmoleküle richtiggehend 

eingeordnet werden müssen.61  

Dementsprechend adsorbieren schwächer polare Substanzen fester (bzw. häufiger) als 

stärker polare und eluieren später. 

Bei der Trennung von unpolaren Substanzen unterscheiden sich die Wechselwirkungen 

zwischen mobiler und stationärer Phase qualitativ kaum, so dass hier vor allem die 

Grenzfläche des gelösten Moleküls (surface area, SASolut) und damit dessen Größe ins 

Gewicht fällt. Darüber hinaus geht die Grenzflächenspannung des polaren 

Elutionsmittels gegen das gelöste Molekül als Faktor in den Term für die Cavity-

Energie ein; diese Grenzflächenspannung (σEluent) wird vereinfachend mit der gegen 

Luft gleichgesetzt. Die Cavity-Energie ∆Gcav ist die zur Erzeugung der für den Einbau 

eines Probenmoleküls erforderlichen „Höhle“ im Lösungsmittel aufzuwendende 

Energie. 
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∆Gcav = const. ⋅ σEluent ⋅ SASolut  

 

Die RPLC ist deshalb besonders zur Auftrennung von Substanzgemischen nach dem 

Anteil an unpolaren Baugruppen (z.B. -CH2-), also auch von Homologen geeignet. 

Bei der Trennung ähnlich großer polarer Substanzen (die meist Wasserstoffbrücken 

ausbilden können) entscheidet die nunmehr viel stärkere Wechselwirkung der polaren 

gelösten Moleküle mit der polaren mobilen Phase über die Dauer der Retention. Stark 

polare Substanzen eluieren meist so schnell, dass sie nicht mehr aufgetrennt werden 

können. Eine Erhöhung der Retentionszeit gelingt einfach, indem man den Wasseranteil 

des Elutionsmittels erhöht und damit auch dessen Grenzflächenspannung und Cavity-

Energie. Die damit bewirkte Abnahme des Betrages der Freien Lösungsenthalpie in der 

mobilen Phase erzielt die gewünschte Erhöhung der Retention.61  

Allgemein gilt, dass bei hohem Wassergehalt im Elutionsmittel die entsprechend hohe 

Cavity-Energie dominiert und nur sehr stark polare Substanzen noch zu annehmbaren 

Retentionszeiten (t ≤ 20-30 min) eluieren. Für schwach- und mittelpolare Substanzen 

nimmt die Selektivität im Vergleich zu weitgehend organischem Eluens jedoch stark ab. 

 

 

2.2.4  Trennung von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

 

Die vorausgegangenen Erläuterungen legen nahe, für die Analyse von 

Dextromethorphan und seiner Metabolite, die RPLC (Reversed-Phase-Liquid-

Chromatography) zu verwenden. 

Ausschlaggebend für erste Versuche mit dieser Methode, waren 

Untersuchungsergebnisse von Chen und Mitarbeitern, die eine HPLC-Methode zur 
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gleichzeitigen Trennung von Dextromethorphan und seiner drei Metabolite 

beschreiben.64  

 

 

 

2.3  Grundlegendes zur Integration chromatographischer Daten65  

 

Es sind im wesentlichen zwei Ziele, die ein „Chromatographer“ verfolgt, wenn er die 

Datenverarbeitung zur Datenreduktion verwendet: 

 

1. Erhöhung der Präzision der qualitativen und quantitativen Aussage der Daten. 

2. Reduktion des Zeitbedarfs, um die geforderten Informationen aus den Rohdaten zu        

    erhalten. 

Um diese beiden Ziele zu erreichen, ist es wichtig, dass der Benutzer den Ablauf der 

Datenverarbeitung und deren Einfluss auf die Integration versteht. Außerdem muss er 

fähig sein, dieses Hintergrundwissen auf die vorliegenden chromatographischen 

Probleme anzuwenden. Um diese beiden Punkte näher zu beleuchten, sollen die 

wichtigen Parameter und ihre Rolle bei der Integration und Präsentation der Daten und 

Reports besprochen werden, ebenso die praktische Anwendung dieser Funktionen. 

 

Es gibt viele Parameter, die bei der Datenverarbeitung berücksichtigt werden müssen. 

Um mit der Integration die Fläche oder die Höhe sauber zu bestimmen, sind zwei 

Parameter wirklich kritisch. Dies sind die WIDTH und die SLOPE. Die WIDTH ist das 

Zehnfache der sogenannten „bunching rate“ (Zahl der Datenpunkte pro Zeiteinheit) und 

wird aus praktischen Gründen durch die Halbwertsbreite (in Sekunden) des schmalsten 

interessierenden Peaks im Chromatogramm gegeben. Die richtige Daten-Aufnahmerate 
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ist sehr wichtig für eine saubere Integration. Eine zu geringe bunching rate verschleift 

die Peaks, aber auch eine zu hohe bunching rate ist nicht gut, weil der 

Intergrationsalgorithmus nur mit der richtigen bunching rate am besten arbeitet. Die 

Datenaufnahme wird mit einer festen Rate von 250 Datenpunkten pro Sekunde 

durchgeführt und nur die bunching rate verändert sich ausgehend vom Anfangswert als 

Funktion der zunehmenden Peakbreite im isokratischen Chromatogramm. Die richtige 

Wahl der anfänglich gesetzten WIDTH ist auch besonders wichtig, weil durch sie der 

zweite kritische Parameter SLOPE (Steigung) beeinflusst wird. 

 

Die SLOPE ist der Parameter, mit dem die Anfangs- und Endpunkte der Peaks 

gefunden werden. Die SLOPE ist ein Maß für die Schwankung der Basislinie in 

Abhängigkeit von der Zeit und hat die Einheit µV/min. Je nach vorgegebener WIDTH 

ergibt sich eine andere SLOPE. Die Shimadzu Datenprozessoren haben einen internen 

Mechanismus, um die SLOPE zu messen, den S-Test. Diese gemessene SLOPE ist nicht 

unbedingt adäquat für alle chromatographischen Situationen, aber er ist ein guter 

Startwert. Die Entscheidung, ob ein SLOPE-Wert geeignet ist, erfolgt durch 

Betrachtung des Chromatogramms und besonders der Anfangs- und Endpunkte der 

Peaks. Diese Punkte sollten möglichst an der Stelle liegen, an der der Peak und die 

Basislinie visuell verschmelzen. Generell erscheinen die „peak detection marks“ vor 

und nach den Verschmelzungspunkten, wenn die SLOPE zu klein ist. Falls die 

Markierungen zu weit auf den ansteigenden oder abfallenden Flanken der Peaks 

erscheinen, ist wahrscheinlich der SLOPE-Wert zu groß. So lässt sich durch mehrfaches 

Probieren der beste SLOPE-Wert finden. Während des Laufs können SLOPE und 

WIDTH entweder durch das Zeitprogramm oder den voreingestellten automatischen 

Algorithmus (T.DBL = 0) verändert werden. Die saubere Wahl von WIDTH und 

SLOPE sind für die Integration sehr wichtig, können allein aber nicht alle 
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chromatographischen Situationen beherrschen. Die SLOPE ist sehr einfach im „post 

run“ Modus zu verändern, um die Auswirkungen auf die Integration zu testen. Weitere 

Parameter und Integrationsfunktionen, die im Folgenden diskutiert werden, sind bei der 

Integration schwieriger Chromatogramme noch von Bedeutung. 

 

Die anderen verfügbaren Parameter sind DRIFT und T.DBL (time double). Die DRIFT 

erlaubt es, eine driftende Basislinie auszugleichen, indem ein erlaubter Drift-Winkel 

eingegeben wird. Die DRIFT hat zwar dieselben Einheiten wie die SLOPE, wird aber 

anders verwendet: Sie bestimmt den Endpunkt des Peaks in der Art, dass ein hoher Wert 

eine „valley to valley“ Integration erzwingt. Einen angemessenen DRIFT-Wert findet 

man nur durch Experimentieren. 

 

Gibt man einen Wert für T.DBL ein, so wird der automatische Algorithmus 

ausgeschaltet. Der Parameter T.DBL gibt das Zeitintervall an, nach dem jeweils die 

WIDTH verdoppelt und die SLOPE halbiert wird. Das ist vernünftig für isotherme GC 

und isokratische HPLC. Setzt man T.DBL auf einen größeren Wert als die „Stoptime“, 

dann bleiben WIDTH und SLOPE während des ganzen Laufs konstant, wie es bei 

temperaturprogrammierter GC oder Gradienten-HPLC richtig ist, weil dort die 

Peakbreiten während des ganzen Chromatogramms konstant sind. 

 

Im Zeitprogramm gibt es noch weitere Möglichkeiten, die Integration zu beeinflussen. 

Das sind Funktionen wie: „negative peak processing“, Integration An/Aus, 

Basislinienpunkt setzen, tangentieller Verlauf vorgegeben und horizontale Basislinie 

erzwungen. Alle besprochenen Funktionen erlauben es, praktisch jedes 

chromatographische Problem zu lösen. Eine gute chromatographische Auftrennung ist 

aber die Vorbedingung für jede qualitative und quantitative Aussage. Keine 
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Datenverarbeitung kann jedoch die Chromatographie verbessern, weil das Ergebnis 

nicht besser sein kann, als die Daten, die der Integration zur Verfügung stehen. 

 

 

 

2.4 Experimentelle Arbeiten
 

 

 

2.4.1  HPLC - Apparatur und Betriebsbedingungen 

 

Für die Durchführung der HPLC wurden folgende Geräte verwandt: 

 

HPLC-Pumpe66  

LC-9A, Shimadzu 

„Solvent Delivery Module“: 

- Pumpe: 2-Kolben-Pumpe, Mikrovolumen ( ca. 10µl/Hub) 

- Pumpmodus: Konstanter-Fluss- oder Konstanter-Druck-Modus 

  Konstanter-Fluss-Modus:  

   Flussbereich: 0,001 bis 5 ml/min; 5.001 bis 9,999 ml/min 

   Flussratenreproduzierbarkeit: = 0,3% 

 

  Flussrichtigkeit: = 2% 

   Konstanter-Druck-Modus: 

   Druckbereich: 10 bis 400 kgf/cm2 

   Druckrichtigkeit: = 10 % 

- Druckgrenzen: Hoch-Druck, Niedrig-Druck 

- „Damper“: ca. 200 µl Fassungsvermögen 
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- Materialien mit Flüssigkeitskontakt: 

SUS316, Rubin, Saphir, Teflon beschichtet mit Graphit; Hastelloy C, 

PEEK, KelF 

- Ansaugfilter: 5 µm Netz 

- Serienfilter: 2 µm Netz, 200µl Fassungsvermögen 

- Zeitprogramm: Flussrate, Druck, Event, LOOP 

- Richtigkeit der Druckanzeige: ± 5 kgf/cm2 

- Kolbenreinigung: automatischer Kolbenreinigungskreislauf 

 

Säulenofen67  

GECKO-CIL 

Betriebstemperatur: 40°C 

 

Autoinjektor68  

GINA 50, Gyncotek 

 

Spezifikation: 

- Injektionsprinzip: Inline split-loop 

- Probenzahl: 50 + 1 Standard 

 

- Probenflaschen: Glasflaschen mit Bördel-, Schraub- oder Deckelverschluss 

        Flaschenboden: flach, halbrund oder konisch 

        Volumen: 1,1 ml oder 1,8 ml 

- Injektionsvolumen: 1 bis 250 µl mit Standard-Dosierspritze und 250 µl  

                                 Probenschleife                          

- Injektionsventil: Rheodyne Typ RH 7000 
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- Spülvolumen: keines 

- Probenverlust: keiner 

- Minimaler Probenbedarf: 5 µl in Flaschen 1,1 ml (konisch) für 1 µl Injektions- 

                                          volumen 

- Reproduzierbarkeit: = 0,3% Standardabweichung bei Injektionsvolumen größer  

                                  10 µl 

- Mehrfachinjektion: Max. 99 Wiederholungen/Probenort 

- Injektionszähler: rückstellbar 

 

 

- Methoden-Parameter: Start Probenort, Einspritzvolumen, Analysenzeit, 

                                    Wiederholungen, Standard Intervall, Standard Volumen, 

                           Standard Analysenzeit, Nadelabsaughöhe, Racktyp, 

                           Anzahl Injektionen 

- Sicherheitseinrichtungen: Zeitüberwachung sämtlicher mechanischer  

                                         Bewegungsabläufe (Injektionsventil, Dosierspritze), 

                                         elektronischer Probennadelschutz, Überwachung bei 

                                Probenflaschenfehlbelegung,  

                                                     Deckelverriegelungskontakt 

- Eingabe/Anzeige: Tastatur, 4-stellige LED-Anzeige, 10 Leuchtdioden zur  

                               Menüanzeige 

- Medienberührte Teile: Edelstahl 1.4571, PCTFE, PEEK 

- Arbeitsdruck: Max. 340 bar 
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Trennsystem 

Wie oben bereits dargestellt, besteht das chromatographische Trennsystem aus 

der Trennsäule bzw. dem Säulenfüllmaterial als stationärer Phase und dem 

durchströmenden Lösungsmittel als mobiler Phase. 

 

Stationäre Phase:69 

• Säule: LiChrospher® 100 CN; Vertrieb: Merck KGaA, Darmstadt, Germany 

  - sphärische, poröse Kieselgel-Partikel, Partikeldurchmesser: 5 µm 

      Porendurchmesser: 100 Å 

  - Grösse der Oberfläche: 220m2 / g 

  - an Silanol-Gruppen gebundene Umkehrphase mit C18- und C3(CN)- 

                          Ketten 

  - Abmessungen: Länge = 250 mm; Ø = 4 mm 

  - Säulentestchromatogramm: 

     Herstellertest: 

     Teststandard: 1. Biphenyl, 2. m-Terphenyl, 3. 2-Nitrotoluene,  

                4. m-Quinquephenyl 

     Flussrate: 1 ml/min 

     Eluens: n-Heptan / Dioxan   99/1 

     Daten des dritten Peaks: k = 1.2, As = 1.0, N/m = 76420,  

                                                                            p = 50 bar 

 

 

• Betriebsbedingungen: 

  - Betriebstemperaturen: 21°C und 40 °C 

  - Flussrate zwischen 0.8 ml/min und 1.4 ml/min 
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- Betriebsdruck zwischen 70 bar und 180 bar, in Abhängigkeit von 

   Flussrate, Betriebstemperatur und mobiler Phase. 

 

Mobile Phase: 

Für die Herstellung der mobilen Phase wurden folgende Substanzen eingesetzt: 

- Natriumhydrogenphosphat  E. Merck, Darmstadt 

- Phosphorsäure 85%   E. Merck, Darmstadt 

- Acetonitril HPLC-Grade  E. Merck, Darmstadt 

- Wasser deionisiert, gefiltert  Millipore, Eschborn 

 

Der zur Analyse verwendete Eluent ist ein Acetonitril-

Natriumhydrogenphosphatpuffer-Gemisch (v/v = 20/80), 50 mM, mit einem pH-

Wert von 3,0. 

 

Detektor70  

Fluoreszenz-Detektor, Typ F-1050, Merck-Hitachi   

Spezifikation: 

- Exzitations-Monochromator 

  Large-aperture stigmatic concave grating, 1000 lines/mm 

   F : 3 

- Emissions-Monochromator 

  Large-aperture stigmatic concave grating, 1000 lines/mm 

   F : 2,8 

- Wellenlängenbereich 

  Fluoreszenz-Spektrum Exzitation 

  220 bis 650 nm 
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  Fluoreszenz-Spektrum Emission 

  220 bis 730 nm 

- Bandbreite 15 nm 

- Wellenlängenrichtigkeit ±7 nm 

- Lichtquelle 150 W Quecksilber-Xenon-Lampe 

- Detektoren Messung : R372F (photomultiplier tube) 

Aufzeichnung: R1413 (photomultiplier tube) 

 

- Empfindlichkeitsbereich 

   0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 100 

- Zeit Konstante 

   0.3, 1, 3 sec 

- Nullabgleich 

   Nullabgleich verfügbar mit „background compensation“ 

- Durchflusszelle: 

 Zellen-Inhalt Fluss-Länge  Belichtung  Druck-Resistenz 

 12 µl  1.3 X 1.3 X 12 mm 1.3 X 1.3 X 7 mm 30 kgf/cm2  

      = 12µl 

 

- Empfindlichkeit 

 12 µl Zelle: „raman spectrum“ von Wasser, messbar bei einem S/N-Verhältnis  

                              mehr als 110 

 gemessen bei einer Exzitationswellenlänge von 350 bis 370 nm  und einer  

            Zeitkonstante von 1 sec 
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Integrator 

CR4A, Shimadzu 

 

 

 

2.4.2  Optimierung des Trennsystems 

 

Da im Neurochemischen Labor zur Plasmaspiegelbestimmung von Psychopharmaka 

Purospher® RP-18-Säulen zur Anwendung kommen, wurde zuerst versucht, 

Dextromethorphan (DM) und den Metabolit Dextrorphan (DO) mit einer RP-18-Säule 

zu trennen. 

Zuvor wurden Dextromethorpahn (DM), Dextrorphan (DO), Hydroxymorphinan (HM) 

und Methoxymorphinan (MM) eingewogen und mit der entsprechenden Menge an 

Methanol gelöst, um Standardlösungen mit einer Konzentration von 1 mg/ml zu 

erhalten: 

 

  4,668 mg DM in 4,7 ml Methanol 

  2,581 mg DO in 2,6 ml Methanol 

  1,461 mg HM in 1.5 ml Methanol 

  1,262 mg MM in 1,3 ml Methanol 

 

Dextromethorphan, Dextrorphan, Hydroxymorphinan und Methoxymorphinan wurden 

von RBI (Natick, USA) bezogen. 
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Hierbei ergaben sich folgende Retentionszeiten (Abbildung 2.2) 

tR (DO) = 8,4 min 

tR (DM) = 46,6 min 

 

 

 

Abb. 2.2: Trennung von DO (peak 1) und DM (peak 2) mit einer C-18-Säule 

 

Die C-18-Säule  bewirkt eine fast ausschliesslich hydrophobe Wechselwirkung mit 

geringem polaren Anteil durch die nicht abgesättigten Silanolgruppen und hält die 

injizierten Substanzen umso mehr zurück, je weniger polare Anteile ein organisches 

Molekül aufweist. Das heißt, dass polare Moleküle sehr früh, unpolare „organische“ 

Moleküle spät im Chromatogramm kommen. Aus diesem Grund kommen die im 

Körper gebildeten Metabolite einer Substanz immer vor der Hauptsubstanz im 

Chromatogramm, weil bei der Metabolisierung die Hydrophilie und damit die 

Ausscheidungsfähigkeit über die Niere erhöht wird. 
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Im Beispiel des Dextromethorphans sieht man das sehr schön. Dextromethorphan wird 

am stärksten zurückgehalten, der polarere Metabolit Dextrorphan erheblich weniger. 

Der Unterschied in den Retentionszeiten ist bei der C-18-Säule so groß, dass man 

entweder eine Gradientenelution mit erheblich höherem Aufwand vornehmen, oder sich 

für ein anderes Trennsystem entscheiden müsste, um die Retentionszeiten in einen 

praktikablen Bereich unter 20 Minuten zu bekommen.71  

 

Durch das Umsteigen auf eine LiChrospher CN- Säule, die im Vergleich zur Purospher 

RP-18-Säule eine zusätzliche polare Wechselwirkung aufweist, konnte eine akzeptable 

Retentionszeit für Dextromethorphan erreicht werden. (Abbildung 2.3) 

 

tR (DO) = 7,6 min 

tR (DM) = 15,1 min 

 

 

Abb. 2.3: Trennung von DO (peak 1) und DM (peak 2) mit einer CN-Säule 
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Somit wird für die weiteren Analysen die LiChrospher CN-Säule verwendet. 

 

 

2.4.3  Optimierung der Detektion 

 

Die in der Literatur angegebenen Wellenlängenbereiche zur Fluoreszenzdetektion von 

Dextromethorphan und seiner Metabolite wurden auf die hier herrschenden 

Bedingungen optimiert. (Tabelle 2) 

 

 

ex - WL in nm 245 250 230 255 245 

em - WL in nm 300 315 315 300 300 

      

      

DO 100 ng/ml 433620 138953 681113 110432 439330 

Peak-Höhe in µV      

      

      

DM 100 ng/ml 703626 157912 840682 107352 728742 

Peak-Höhe in µV      

      
Abkürzungen:   ex-WL = Exzitationswellenlänge; em-WL = Emissionswellenlänge;   
                   DO = Dextrorphan; DM = Dextromethorphan   

      

Tab. 2 Wellenlängen-Optimierung anhand der Peak-Höhen von DO und DM 
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Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, wurden folgende Wellenlängen ermittelt, bei der die 

Peakhöhe und damit die Empfindlichkeit der Fluoreszenzdetektion am höchsten ist: 

 

Exzitationswellenlänge λ = 230 nm 

Emissionswellenlänge  λ = 315 nm 

 

 

2.4.4 Optimierung der Probenaufbereitung 

 

Ziel der Probenvorbereitung ist eine möglichst weitgehende Abtrennung  der 

Analysensubstanz von den Begleitstoffen in möglichst hoher Ausbeute, meist unter 

deutlicher Verringerung des Flüssigkeitsvolumens, das heißt man will zugleich 

aufreinigen und aufkonzentrieren. 

 

Beim Aufkonzentrieren muss das Flüssigkeitsvolumen bearbeitbar bleiben. Die 

Minimalmenge von 25 µl kann nur schwer unterschritten werden. Typisches 

Injektionsvolumen für die HPLC sind 20 µl. 

 

Das Aufreinigen ist das Hauptziel der Probenvorbereitung. Hierbei kommen je nach Art 

der Probe und des Arbeitsbereichs des Analyten verschiedene Verfahren in Betracht, 

z.B. die SPE (Solid Phase Extraction), einfache Extraktionen oder mehrstufige 

Verfahren wie die Rückextraktion. 

 

Die Extraktion wässriger Lösungen erfolgt im allgemeinen durch organische 

Lösemittel, die nicht mit Wasser mischbar sind. Typische Lösemittel sind z.B. die 

niederen flüssigen Alkane Benzol, Toluol, Ethylacetat, Ether, Dichlormethan und 
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Chloroform. Das Extraktionsmittel wird nach der Polarität des Analyten und der Matrix 

gewählt. Je polarer der Analyt, desto polarer sollte das Lösemittel sein. 

 

Auch der pH-Wert spielt in der Probenvorbereitung eine große Rolle. Basische 

Substanzen, z.B. Dextromethorphan und seine Metabolite, lassen sich im Basischen 

extrahieren, saure Substanzen im Sauren. Am besten ist es, den pKS-Wert des Analyten 

zu kennen und den pH-Wert der zu extrahierenden Flüssigkeit um 2 Einheiten geringer 

(saure Substanzen) oder höher (basische Substanzen) zu wählen. 

 

Begleitsubstanzen sind nicht nur um so störender, je höher ihre Konzentration in der 

Probe ist, sondern auch je näher ihre Peaks zum Peak der Analysensubstanz sind. 

Deshalb kann eine sonst geeignete Probenvorbereitung daran scheitern, weil der Peak 

einer Störsubstanz auf dem Peak des Analyten sitzt. 

 

 

 

Herstellung von Kalibrations-Standards: 

 

Leerplasma wird mit Stammlösungen von DM und DO in der Konzentration von 1 

mg/ml versetzt, um Kalibrations-Standards mit den Konzentrationen 500, 100 und 20 

ng/ml DM und DO zu erhalten. 
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Vergleich verschiedener Probenaufbereitungsverfahren: 

 

 

A: SPE (Solid Phase Extraction) 

 

Die SPE, bedient sich der Extraktion über spezielle Säulchen. Diese kleinen Säulen 

(HLB-Cartridge, Waters) werden zuerst mit Methanol gespült. Anschließend wird 

mittels Sog mit einer Wasserstrahlpumpe Plasma durch die Säule gesogen. Die nun auf 

dem Säulchenmaterial haftenden Substanzen werden dann mit einem Wasser/Methanol-

Gemisch heruntergewaschen und aufgefangen. Das Lösungsmittel wird wiederum 

verdampft und der Rückstand in Eluent gelöst. (Abbildung 2.4) 

 

 

 

Abb. 2.4: Solid-Phase-Extraction (tRDO = 7,68 min  tR DM = 15,23 min) 
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Ergebnis des Verfahrens A (SPE): 

 

- SPE: Begleitsubstanzen werden in hoher Zahl mitextrahiert 

 

 

B: Einfach-Extraktion  

 

Bei den Einfach-Extraktionsverfahren werden die Substanzen aus dem  Plasma 

wiederum mit Hexan oder Ethylacetat extrahiert, jedoch entfällt die Rückextraktion aus 

der organischen Phase in die wässrige Phase. Stattdessen wird das Lösungsmittel im 

Stickstoffstrom unter Sog verdampft, und die zurückgebliebenen Substanzen für die 

Injektion in Eluent gelöst. 

(Abbildung 2.5 und 2.6) 

 

 

Abb. 2.5 Einfach-Extraktion mit Hexan (tRDO = 7,72 min  tR DM = 15,28 min) 
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Abb. 2.6 Einfach-Extraktion mit Ethylacetat (tRDO = 7,67 min  tR DM = 15,2 min) 

 

 

Ergebnis des Verfahrens B (Einfach-Extraktion): 

 

- Einfach-Extraktion: viele „Stör-Peaks“ im Chromatogramm 

 

 

 

C: Säulenschalten 

 

Die Idee des Säulenschaltens ist es, sich den Aufwand der Extraktion der Analyten aus 

dem Plasma zu ersparen. Plasma kann direkt in die HPLC injiziert werden unter 

Verwendung zusätzlicher Säulen, Eluenten und Pumpen. 
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Eine Pumpe A spült das Plasma mit einem Eluenten A auf  eine spezielle 

Reinigungssäule. Auf dieser werden die Analyten festgehalten, während die 

Plasmaproteine vom Eluenten A von der Reinigungssäule heruntergewaschen werden. 

Nach einer gewissen Zeit werden die Analyten mittels einer zweiten Pumpe B und eines 

zweiten Eluenten B von der Reinigungssäule auf die eigentliche Trennsäule gewaschen.  

Ein programmierbares Schaltventil koordiniert die beiden Pumpkreisläufe A und B so, 

dass die Reinigungssäule vom Eluenten A „vorwärts“ mit dem Plasma beladen wird, die 

Analyten jedoch „rückwärts“ vom Eluenten B von der Reinigungssäule gewaschen 

werden. 

Ist der Vorgang des Rückwaschens beendet erfolgt eine Ventilschaltung. Die 

Reinigungssäule wird nun mit dem Eluenten A gewaschen, also reäquilibriert, bis zur 

erneuten Plasmainjektion, während die Analyten mit dem Eluenten B auf der 

Trennsäule chromatographisch getrennt werden. (Abbildungen 2.7 und 2.8) 

 

Eluent A

Pumpe A

Injektor

2

3

4 5

6

1

SV

Eluent B

Pumpe B

Reinigungs-
säule

Analytische
Säule

Abfall

Detektor  
 

 

Abb. 2.7: Schaltkreislauf zum Beladen der Reinigungssäule 
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Abb. 2.8: Schaltkreislauf zum Rückwaschen der Reinigungssäule 

 

Vor dem Beginn des Säulenschaltens müssen die Elutionsprofile für die Analyten, der 

Probenmatrix (Plasma) und des Analytentransfers bestimmt werden. 

 

Elutionsprofil des Analyten: tA (Abbildung 2.9) 
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Abb. 2.9: Elutionsprofil des Analyten 

 

 

 tA = 36 min 

 

 

Ab der Minute 36 im obigen Chromatogram beginnt der Analyt sich von der Säule 

herunterzuwaschen, sichtbar durch den langsamen Anstieg der Baseline. 

 

 

 

Elutionsprofil des Plasma (Probenmatrix): tM (Abbildung 2.10) 
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Abb. 2.10: Elutionsprofil des Plasma 

 

 

 tM = 8 min 

 

 

Nach 8 Minuten ist das Plasma vollständig von der Reinigungssäule 

heruntergewaschen. 

 

 

 

 

 

Elutionsprofil des Analytentransfers: tT (Abbildung 2.11) 
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Abb. 2.11: Elutionsprofil des Analytentransfers 

 

 

 tT = 8 min 

 

Nach 8 Minuten befindet sich kein Analyt mehr auf der Reinigungssäule. 

 

 

Aus den ermittelten Zeiten können nun die Ventilschaltzeiten bestimmt werden: 

 

 tV1 = tM + 5 min : Beginn des Rückwaschens 

 

 tV2 = tT + 1 min : Beginn der Reäquilibrierung 
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Das HPLC-System für das Säulenschalten setzt sich zusammen aus einem 

automatischen Probengeber (Gina 50, Gyncotec) mit einem 6-Wege-Injektionsventil 

(Rheodyne RH 7000), einem 6-Wege-Schaltventil (Rheodyne), einer HPLC-Pumpe 

(LC-9A, Shimadzu) für das Beladen der Reinigungssäule mit dem Analyten und für die 

Reäquilibrierung der Reinigungssäule, einer zweiten HPLC-Pumpe (LC-9A, Shimadzu) 

für den analytischen Trennvorgang, einem Fluoreszenz-Detektor (F 1050, Merck-

Hitachi) und einem Integrationssystem für Chromatogramme (CR4A, Shimadzu). 

Die analytische Säule (250 X 4,6 mm) ist eine LiChrospher CN-Säule (Merck), die 

Reinigungssäule (10 X 4 mm) ist eine ADS-LiChrospher RP-8-Säule (Merck). 

 

 

In den Minuten 0 - 5 werden Proben mit 100 µl Plasma mittels des Eluenten A (20 mM 

Kaliumhydrogenphosphatpuffer, pH = 7 und 5% Acetonitril) bei einer Flussrate von 0,8 

ml/min auf die Reinigungssäule gewaschen. Proteine und andere störende 

Plasmabestandteile werden dabei in ein Abfallbehältnis gewaschen. 

In den Minuten 5 - 9, nach der Schaltung des 6-Wege-Schaltventils bei Minute 5, 

werden die zu bestimmenden Analyten von der Reinigungssäule auf die Analytische 

Säule mit dem Eluenten B (50 mM Kaliumhydrogenphosphatpuffer, pH = 3,5 und 25% 

Acetonitril) bei einem Fluss von 1,0 ml/min gewaschen.  

Die Analyten werden über die LiChrospher CN-Säule aufgetrennt und mittels 

Fluoreszenzdetektion erfasst. 

Bei Minute 9 wurde das Schaltventil auf  seine Ausgangsposition geschaltet, um 

während der laufenden chromatographischen Auftrennung die Reinigungssäule mit dem 

Eluenten A zu spülen, und damit für die nächste Plasmainjektion vorzubereiten. 
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Ergebnis des Verfahrens C (Säulenschalten): 

 

Nach Optimierung des Säulenschaltsystems war es möglich das Plasma mit den darin 

vorhandenen Substanzen Hydroxymorphinan, Dextrorphan, Methoxymorphinan und 

Dextromethorphan mittels der Säulenschalttechnik aufzutrennen und zu analysieren. 

Die Abbildungen 2.12 und 2.13 zeigen das Auftrennungsergebnis. 

 

 

 

Abb. 2.12: Auftrennung nach Injektion einer Standardlösung mit HM DO MM und DM 
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Abb. 2.13: Auftrennung nach Injektion von 200µl Plasma mit HM DO MM und DM 

 

Da die Peaks deutliches Tailing aufwiesen, das die Quantifizierung beeinträchtigt, 

wurde dieses Probenaufbereitungsverfahren für die endgültige Analyse nicht verwendet. 

 

 

 

D: Rück-Extraktions-Verfahren 

 

Diesem Probenaufbereitungsverfahren liegt eine sogenannte 2-Schritt-Methode 

zugrunde, bei der im ersten Schritt die zu extrahierenden Substanzen aus dem Plasma in 

eine organische Phase überführt werden, um anschließend aus dieser organischen Phase 

wieder in eine wässrige, saure Phase rückextrahiert zu werden. Diese zweite wässrige 
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Phase dient als Injektions-Medium der aus dem Plasma extrahierten Substanzen für die 

HPLC. 

 

Die beiden hier untersuchten Verfahren verwenden lediglich unterschiedliche 

organische Lösungsmittel für den ersten Schritt der Extraktion, nämlich zum einen 

Hexan und zum anderen Ethylacetat. 

 

 

Folgende Schritte sind bei der Extraktion durchzuführen: 

 

1: 1 ml Plasma wird mit 1 ml eines NaHCO3-Puffers mit dem pH-Wert = 10,5 versetzt. 

2: Zugabe des organischen Lösemittels, entweder Hexan (6 ml) oder Ethylacetat (5 ml) 

3: 10 min mischen im Überkopf-Schüttler 

4: 10 min zentrifugieren bei 3700 U/min 

5: Abnahme der organischen Phase, Hexan (5 ml) und Ethylacetat (4 ml) und Zugabe   

    von 200 µl 0,1 N H3PO4 

6: 10 min mischen im Überkopf-Schüttler 

7: 10 min zentrifugieren bei 3700 U/min 

8: Absaugen der organischen Phase mithilfe einer Glaspipette unter Sog durch eine 

    Wasserstrahlpumpe 

 

Die extrahierten Substanzen befinden sich nun in den 200 µl 0,1 N H3PO4, und stehen 

so für die Injektion und damit der chromatographischen Auftrennung über HPLC zur 

Verfügung. 
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Abb. 2.14: Extraktion mit Hexan (tRDO = 7,75 min  tRDM = 15,35 min) 

 

 

 

Abb. 2.15: Extraktion mit Ethylacetat (tRDO = 7,81 min  tRDM = 15,56 min) 
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Ergebnis des Verfahrens D (Rück-Extraktions-Verfahren): 

 

- für DM höhere Extraktionsausbeute mit Hexan (Peakhöhe 150920 µV) als mit 

   Ethylacetat (Peakhöhe 126867 µV) 

- für DO höhere Extraktionsausbeute mit Ethylacetat (Peakhöhe 99425 µV) als 

   mit Hexan (Peakhöhe 93317 µV) 

- insgesamt saubereres Extrakt mit Ethylacetat, da weniger „Stör-Peaks“ in den 

              Chromatogrammen (Abbildungen 2.14 und 2.15) 

 

 

 

Fazit: 

 

Die Optimierung der Probenvorbereitung ergab, dass die Rück-Extraktions-Methode 

mit Ethylacetat für die Aufarbeitung der Plasmaproben die geeignetste ist, um 

Dextromethorphan und seine Metabolite aus dem Plasma zu extrahieren, da die 

Auftrennung und Darstellung mittels HPLC am saubersten und genauesten erfolgt. 
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2.4.5  Der Dextromethorphan-Phänotypisierungs-Test 

 

 

Test-Design 

 

Die bisher in der Literatur angewandten Tests zur Phänotypisierung des CYP2D6-

Metabolisierungs-Status für Dextromethorphan, verwandten Dextromethorphan als 

Lösung in einem Konzentrationsbereich von 20 bis 50 mg als Testdosis. Die 

Patienten/Probanden bekamen Dextromethorphan zumeist in einem Glas Orangensaft 

verabreicht. 

Da nach unserer Erfahrung mit Patienten aus der Psychiatrischen Klinik, für die der Test 

ja auch speziell konzipiert wurde, das Trinken eines „ominösen“ Saftes mit einer 

Testdroge versetzt, sehr oft auf Widerwillen stieß, und somit zur Ablehnung des Tests 

führte, entwickelten wir ein Test-Design, das weitaus größere Akzeptanz bei den 

Patienten hervorrief. 

 

Wir verwendeten als Testdosis, die in ein bis zwei WICK® Formel 44 plus Husten-

Pastillen enthaltenen 7,33 bzw. 14,66 mg Dextromethorphan. 

Trotz des etwas bitteren Geschmacks, empfanden die Patienten/Probanden es als sehr 

angenehm und einfach, für einen „hoch-wissenschaftlichen“ Test, ein Hustenbonbon 

lutschen zu können, und nahmen so die damit verbundene Blutabnahme in Kauf. 
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Test-Zeitplan 

 

1: Einnahme von 1 bis 2 WICK® Formel 44 Plus Husten-Pastillen 

2: Abnahme von 5 bis 10 ml Vollblut, eine Stunde nach Applikation des  

    Dextromethorphan 

3: Gewinnung des Plasmas durch Zentrifugieren im Labor  

4: Einfrieren des Plasmas bei -25 °C bis zur Aufarbeitung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 52 



Anforderungsschein „DM-Test“ für die Stationen 

 

DEXTROMETHORPHAN-TEST  ZUR CYP2D6-PHÄNOTYPISIERUNG 
 
                                                                                                                                                                 
Psychiatrische Klinik und Poliklinik der LMU                                                                                                              
München                                                                                                                                                                                             
NEUROCHEMISCHES LABOR 
Leiter: Prof. Dr. M. Ackenheil 
Nußbaumstr. 7   D-80336 München 
Telefon: (089)5160-3449 bzw. 2731 
Telefax: (089)5160  4741 
 
 
PROBAND/PATIENT 
 
.............................. .............................. .................... .......... 
Name   Vorname  Geb.-Datum Station 
 
Körpergewicht (kg):   ......  Körpergröße (cm):   ........ 
 
Diagnose(n):   ............................................................................................................................. 
 
Medikamente (bitte vollständig angeben, mit Tagesdosis und letzter Einnahme): 
 
................................................................................................................................................. 
 
................................................................................................................................................. 
 
Datum und Uhrzeit der letzten Medikamenteneinnahme: ...................................................................... 
 
DEXTROMETHORPHAN-TEST 
1:   Dextromethorphan-Gabe: O 1 Hustenbonbon (WICK)  
             O  2 Hustenbonbons (WICK) 
     
2:   Blutabnahme mind. 60 min nach Applikation von Dextromethorphan:  
      10 ml Vollblut im weißen Serumröhrchen 
 
       Datum: ........................ Unterschrift des behand. Arztes: ................................... 
 
 
Ergebnisse: 
Dextromethorphan (DM, ng/ml): .................... Dextrorphan (DO, ng/ml): ............................. 
 
Methoxymorphinan (MM, ng/ml): ................... Hydroxymorphinan (HM, ng/ml): .................. 
 
DM/DO: ...................... 
  
Beurteilung:  
Metabolisierender Status: O EM (extensive Metabolizer) 
                                        O PM (poor Metabolizer) 
  
Kommentar: .......................................................................................................................... 
 
Datum: .......................... Unterschrift: .............................................  
 

 53 



Erläuterungen zum „DM-Test“ für die Stationen 
 
 

DEXTROMETHORPHAN-TEST ZUR CYP2D6-PHÄNOTYPISIERUNG 
 
Fragestellung: Das cytochromale Enzym CYP2D6 der Leber spielt für die Metabolisierung von manchen 
Arzneimitteln eine wichtige Rolle. Zwischen 5 bis 10% der Europäer besitzen ein inaktives CYP2D6. Das 
hat zur Folge, daß sie sogenannte schwache Metabolisierer (poor metabolizer, PM) sind. Personen mit 
einem intakten CY2D6 werden als extensive Metabolisierer (extensive metabolizer, EM) bezeichnet. Bei 
PM können trotz klinisch empfohlener Dosierung eines Medikamentes, das hauptsächlich von CYP2D6 
abgebaut wird, toxische Blutspiegel resultieren. Um letzteres zu vermeiden, ist es durchaus sinnvoll, den 
Metabolisierer-Status (Phänotyp) zu bestimmen.  
  
Vorgehensweise: Zur Phänotypisierung von CYP2D6 eignet sich die Messung der O-Demethylierung von 
Dextromethorphan. Dazu wird in Anlehnung an Härter 1996 (TherDrugMonit 18, 297) 60 Minuten nach 
Einnahme von Dextromethorphan die Blutkonzentration von Dextromethorphan und seinen Metaboliten 
bestimmt: 
Achtung: Bei gleichzeitiger Einnahme von MAO-Hemmern, darf der Test nicht durchgeführt werden. 
1: Einnahme eines Hustenbonbons (WICK), welches 7,33 mg Dextromethorphan enthält 
    Dies ist eine Dosis, die 6-12-jährige Kinder mehrmals am Tag einnehmen können. Bei  
    Erwachsenen sind keinerlei unerwünschte Wirkungen zu erwarten.  
    Sollten dennoch unerwünschte Wirkungen auftreten, bitten wir Sie, sich mit dem Neuro- 
    chemischen Labor in Verbindung zu setzen. ( Dr. Kuss, Tel.-Nr. 2731) 
    Die Einnahme des Dextromethorphan wird in der Krankenakte dokumentiert. 
2: Nach einer Stunde werden in einem Serum-Röhrchen 5 - 10 ml Blut entnommen. 
    Dies kann mit der Blutabnahme zur Plasmaspiegelbestimmung kombiniert werden, wenn  der 
    Patient seine Psychopharmakon-Morgendosis noch nicht eingenommen hat. 
 
Störeinflüsse: Verschiedene Medikamente sind Substrat oder Inhibitor von CYP2D6 (z.B. Paroxetin, 
Fluoxetin, Metoprolol, Chinidin). Daraus kann ebenfalls ein PM-Status resultieren.  Bei der 
Anforderung ist es wichtig, die aktuelle Medikation genau anzugeben. 
 
Lagerung der Proben: Falls die Analysen nicht am gleichen Tag durchgeführt werden, müssen die Proben 
im Dunkeln und kühl (4°C) gelagert werden. Versand ohne Kühlung (1-2 Tage) möglich. Für eine 
Lagerung über einen längeren Zeitraum müssen die Proben eingefroren (-20°C)werden. 
 
Analyse: Die Bestimmung erfolgt nach einer HPLC-Methode und Fluoreszenzdetektion. Erfaßt werden 
Dextromethorphan (DM), Dextrorphan (DO), Methoxymorphinan (MM) und Hydroxymorphinan (HM). 
 
Auswertung: Die Feststellung des CYP2D6-Metabolisierer-Status erfolgt aus dem Verhältnis der 
Konzentrationen Dextromethorphan (DM) und Dextrorphan (DO). 
 
Bedeutung des CYP2D6-Status: Die Einordnung des Patienten als EM oder PM sollte in den 
Krankenakten dokumentiert  werden. 
 Bei Feststellung eines Extensive-Metabolizer-Status (EM) mit aktivem CYP2D6: 
 Der Patient wurde bezüglich seines Metabolisiererstatus mit Hilfe von Dextromethorphan  
 als "Extensive Metabolizer" (EM) klassifiziert, d.h. er besitzt ein aktives Cytochrom P450 
                Isoenzym vom Typ CYP2D6. Bei  der Medikation mit Medikamenten, die von 
 CYP2D6 metabolisiert werden, ist eine normale Pharmakokinetik zu erwarten. 
 
 Bei Feststellung eines Poor-Metabolizer-Status (PM) mit nicht aktivem CYP2D6: 
 Der Patient wurde bezüglich seines Metabolisiererstatus mit Hilfe von Dextromethorphan  
 als "Poor Metabolizer" (PM) klassifiziert, d.h. er besitzt kein aktives Cytochrom  
 P450-Isoenzym vom Typ CYP2D6. Bei der Medikation mit Medikamenten, die von 
 CYP2D6 metabolisiert werden, sollte die Dosis daher reduziert und eine Kontrolle der      
 Blutspiegel durchgeführt werden. 
 

 54 



2.4.6 Spiegelbestimmung von Dextromethorphan und seiner Metabolite bei  Alkohol- 

 kranken und Nicht-Alkoholkranken 

 

Die Proben zur Spiegelbestimmung von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

stammen aus einer Studie zur Untersuchung der Wirkung des non-kompetitiven 

NMDA-Rezeptor Antagonisten Dextromethorphan bei entzogenen Alkoholkranken und 

gesunden Kontrollpersonen. 

 

Die Personen erhielten Dextromethorphan in einer Dosis von 2 mg/kg Körpergewicht. 

Proben wurden 1, 2 und 3 Stunden nach der Applikation der Spiegelbestimmung 

zugeführt. 

 

 

2.4.7 Aufarbeitung der Plasmaproben  

 

Phänotypisierungstest: 

 

Für die Phänotypisierung des CYP2D6 mit Dextromethorphan nach Verabreichung der 

WICK® Formel 44 Plus Hustenpastillen wurde zur Extraktion 1 ml Plasma benötigt. 

Nach Auftauen des gefrorenen Plasmas wird 1 ml Plasma mit 0,5 ml eines 0,2 M 

Natrium-Acetat-Puffer (pH = 6.2) und 25µl β-Glucuronidase (Boehringer, Mannheim) 

versetzt, und bei einer Temperatur von 47°C im Wasserbad für mindestens 1 Stunde 

inkubiert. 

Der pH von 6,2 und die Inkubation bei 47 °C bringt die β -Glucuronidase in den für sie 

optimalen Aktivitätsbereich, um das Dextromethorphan und seine Metabolite von den 
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durch den Lebermetabolismus angehängten Zuckerresten abzuspalten, um die 

Substanzen so ergiebiger extrahieren zu können. 

Nach der Inkubation erfolgt die Extraktion nach dem oben aufgeführten Rück-

Extraktions-Verfahren mit Ethylacetat als organische Phase. 

Das Extrakt, gelöst in den 200 µl der sauren, wässrigen Phase steht dann zur Analyse 

mit der HPLC zur Verfügung. 

 

Es werden Kalibrationsstandards aus Leerplasma und den Stammlösungen von DM, 

DO, HM und MM mit den Konzentrationen 4, 40, 400, 1000 und 2000 ng/ml hergestellt 

 

 

 

Spiegelbestimmung von Dextromethorphan und seiner Metabolite:  

 

Für die Extraktion reicht bereits eine Menge von 200 µl Plasma, da hier 

Dextromethorphan nahezu in 10-facher Dosis verabreicht wurde. 

 

1: 200 µl Plasma mit 100 µl Natrium-Acetat-Puffer (0,2 M, pH = 6,2) und 5 µl β-Glucu- 

    ronidase werden im Wasserbad bei 47°C mindestens 1 Stunde inkubiert. 

2: Zugabe von 300 µl Natrium-Bicarbonat-Puffer (pH = 10,5) und 1000 µl Ethylacetat 

3: 10 Minuten mischen im Überkopf-Schüttler 

4: 10 Minuten bei 3700 U/min zentrifugieren 

5: 800 µl des Ethylacetat abnehmen und 200 µl 0,1 M H3PO4 hinzufügen 

6: 10 Minuten mischen im Überkopf-Schüttler 

7: 10 Minuten bei 3700 U/min zentrifugieren 

8: Ethylacetat mithilfe einer Glaspipette und Wasserstrahlpumpe absaugen 
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Dextromethorphan und seine Metabolite sind nun in den 200 µl der sauren, wässrigen 

Phase gelöst und können so mit der HPLC analysiert werden. 

 

Es werden Kalibrations-Standards aus Leerplasma und den Stammlösungen von DM, 

DO, HM und MM mit den Konzentration 16, 80, 400, 2000 und 10000 ng/ml 

hergestellt. 

 

 

2.4.8 Geräte  

 

Das HPLC-System setzt sich zusammen aus einer Pumpe (LC-9A, Shimadzu), einem 

Probengeber (Gina 50, Gyncotec) mit einem 6-Wege-Injektionsventil (Rheodyne RH 

7000), einem Säulenofen (Gecko-Cil), der analytischen Säule (LiChrospher 100 CN, 

Merck), einem Fluoreszenz-Detektor (F 1050, Merck-Hitachi) und einem 

Integrationssystem für Chromatogramme (CR4A, Shimadzu). 

 

 

2.4.9 Chromatographische Auftrennung 

 

Da nach Verabreichung hoher Dextromethorphandosen in einer Probe zum Teil sehr 

hohe Konzentrationsunterschiede von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

vorherrschen ( 16 ng/ml – 10000 ng/ml), zeigten Vorversuche, dass bei kleinen 

Injektionsvolumina die geringen Konzentrationen nicht mehr nachweisbar sind. 

Somit musste für den niedrigen Konzentrationsbereich ( 16 – 400 ng/ml) ein höheres 

Injektionsvolumen (150 µl) , respektive für den höheren Konzentrationsbereich (400 – 

10000 ng/ml) ein entsprechend kleines Injektionsvolumen (20µl) gewählt werden.  
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Dadurch wird jede Probe für die zwei Konzentrationsbereiche analysiert. 

 

Die „run time“ für einen Probendurchlauf beträgt 15 bis 20 Minuten. 

 

Der verwendete Eluent ist ein 50 mM Natrium-Hydrogen-Phosphat-Puffer, pH = 3,5 mit 

20 % Acetonitril. 

 

 

2.4.10 Berechnung 

 

Die Peak-Höhen werden anhand einer 3-Punkt-Kalibrierung mit den vorgegebenen 

Konzentrationen (je nach Konzentrationsbereich) einer gewichteten linearen Regression 

(1/y2) unterworfen, um den Korrelationsfaktor, die Steigung und den Achsenabschnitt 

zu berechnen. 

 

 

2.4.11 Wiederfindung 

 

Die Extraktions-Wiederfindung wird bestimmt durch den Vergleich der Peak-Höhen 

von Analysen mit extrahiertem Plasma mit den Peak-Höhen von Analysen mit 

Standardlösungen der gleichen Konzentration. Die Wiederfindungsraten lagen für die 4 

gemessenen Substanzen zwischen 79% und 90%. 
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2.4.12 Bewertung des CYP2D6-Metabolisierungs-Status 

 

Um „poor metabolizer“ (PM) von „extensive metabolizer“ (EM) zu unterscheiden wird 

das Verhältnis der Konzentrationen von Dextromethorphan zu Dextrorphan 

herangezogen. Ein Wert von 0,3 wird in der Literatur angegeben, um zwischen PM und 

EM zu differenzieren.72  

 

 

2.4.13  Aussage der Spiegelbestimmung 

 

Neben dem Konzentrationsverlauf von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

Dextrorphan, Hydroxymorphinan und Methoxymorphinan über drei Stunden nach der 

Applikation von Dextromethorphan, kann auch für jeden Probanden der CYP2D6-

Metabolisierungs-Typ angegeben werden. 
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3 Ergebnisse 

 

 

3.1  Analyse 

 

3.1.1 Dextromethorphan-Phänotypisierungs-Test 

 

Dextromethorphan und seine drei Metabolite Dextrorphan (DO), Hydroxymorphinan 

(HO) und Methoxymorphinan (MM) wurden mit LiChrospher CN-Material 

chromatographisch getrennt und mittels Fluoreszenz innerhalb 15 Minuten nach der 

Injektion in einem einzigen HPLC-Durchlauf detektiert. Interferenzen mit endogenen 

Plasmabestandteilen waren nicht vorhanden. (Abbildung 3.1) 

 

 

Abb. 3.1: Chromatogramm einer medikamentenfreien Plasmaprobe 
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In Plasmaproben der ”extensive metabolizer” = EM sind die Metabolite 

Hydroxymorphinan und Dextrorphan in hohen Konzentrationen zu messen, während 

Dextromethorphan und der Metabolit Methoxymorphinan kaum nachzuweisen sind. 

(Abbildung 3.2) 

 

 

 

Abb. 3.2: Chromatogramm eines EM 
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In Plasmaproben der ”poor metabolizer” = PM sind die Metabolite Hydroxymorphinan 

und Dextrorphan nur in geringen Konzentrationen messbar, Methoxymorphinan liegt in 

der Regel unter der Nachweisgrenze, während Dextromethorphan gut nachweisbar ist. 

(Abbildung 3.3) 

 

 

 

Abb. 3.3: Chromatogramm eines PM 

 

 

 

3.1.2 Spiegelbestimmung von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

 

Dextromethorphan und seine drei Metabolite Dextrorphan (DO), Hydroxymorphinan 

(HO) und Methoxymorphinan (MM) wurden mit LiChrospher CN-Material 

chromatographisch getrennt und mittels Fluoreszenz innerhalb 15 bis 20 Minuten nach 
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der Injektion in einem einzigen HPLC-Durchlauf detektiert. Interferenzen mit 

endogenen Plasmabestandteilen waren nicht vorhanden. Da das Hauptresultat sich aus 

den Quotienten von Dextrorphan und Dextromethorphan (CYP2D6) und 

Hydroxymorphinan und Dextrorphan (CYP3A4) ergibt, wurde auf die Verwendung 

einer internen Standardsubstanz verzichtet. 

 

 

Für die Messung wurden fünf Kalibrierungsstandards in den Konzentrationen 16, 80, 

400, 2000 und 10000 ng/ml verwendet. Die Proben mit der niedrigsten Konzentration 

von 16 ng/ml ergaben nach der Extraktion folgende Signal-Rausch-Verhältnisse: 

 

DM 19  DO 12  HM 22  MM 31  

 

Alle Werte liegen somit deutlich über, wenn auch nahe an dem kritischen 

Schwellenwert von 10.  

 

 

  

Die wahren Extraktionswiederfindungsraten sind:  

 

 

DM 90 % DO 87% HM 68%  MM 79% 
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Die Variationskoeffizienten (VK) einer Serie von 10 Messungen an verschiedenen 

Tagen zeigt Tabelle 3: 

 

       

       

 16 ng/ml 80 ng/ml 400 ng/ml Proben-Vol.   
HM 8,32% 10,08% 1,60% 150 µl   

DO 8,32% 10,57% 1,66% 150 µl   

MM 12,10% 11,24% 1,66% 150 µl   

DM 12,09% 11,67% 2,45% 150 µl   

       

       

       

 400 ng/ml 2000 ng/ml 10000 ng/ml Proben-Vol   

HM 4,75% 6,63% 1,08% 20 µl   

DO 4,33% 6,16% 1,05% 20 µl   

MM 4,53% 6,42% 1,12% 20 µl   

DM 6,40% 9,21% 1,66% 20 µl   

       

Tab. 3 VK in Prozent einer Serie von 10 Messungen an verschiedenen Tagen 

 

Da kein signifikanter Unterschied besteht zwischen dem Sollwert und dem gemessenen 

Mittel der Einzelkonzentrationen, ist damit auch die Richtigkeit der Messung 

gewährleistet. 
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3.2       Auswertung des Dextromethorphan-Phänotypisierungstests 

 

 

3.2.1 CYP2D6-Aktivität über die O-Demethylierung von Dextromethorphan 

 

In Plasmaproben der ”extensive metabolizer” = EM sind die Metabolite 

Hydroxymorphinan und Dextrorphan in hohen Konzentrationen zu messen, während 

Dextromethorphan und der Metabolit Methoxymorphinan kaum nachzuweisen sind. 

In Plasmaproben der ”poor metabolizer” = PM sind die Metabolite Hydroxymorphinan 

und Dextrorphan nur in geringen Konzentrationen messbar, Methoxymorphinan liegt in 

der Regel unter der Nachweisgrenze, während Dextromethorphan gut nachweisbar ist. 

 

Um PM von EM zu differenzieren wird das Verhältnis der Konzentrationen von 

Dextromethorphan zu Dextrorphan herangezogen. Bei einem DM/DO ≥ 0,3 wird die 

Person als ”poor metabolizer” des CYP2D6-Enzyms klassifiziert. Bei einem DM/DO < 

0,3 wird die Person als ”extensive metabolizer” des CYP2D6-Enzyms  klassifiziert. 

Unter den 26 Testpersonen, die den Dextromethorphan-Test mit 7,33 mg (n = 11) oder 

14,66 mg (n = 15) durchführten, fanden sich 6 ”poor metabolizer”. Das entspricht einem 

Anteil von 23%. In der Literatur ist für die kaukasische Rasse ein Anteil von etwa 10% 

”poor metabolizer” für das CYP2D6-Enzym angegeben. 

 

Das metabolische Verhältnis der Dextromethorpahn-O-Demethylierung, berechnet aus 

den Konzentrationen von DM zu DO zeigt Abbildung 3.4. Die Verhältnisse schwanken 

zwischen 0,01 und 0,18 für EM und zwischen 0,62 und 35 für PM. 
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Abb. 3.4: DM/DO für EM und PM 

 

 

 

3.2.2 CYP3A4-Aktivität über die N-Demethylierung von Dextromethorphan 

 

 

Das metabolische Verhältnis der Dextromethorphan-N-Demethylierung, berechnet aus 

den Konzentrationen von DO zu HM zeigt Abbildung 3.5. Hier ergeben sich keine 

signifikanten Unterschiede zwischen EM und PM. Die Verhältnisse schwanken 

zwischen 0,06 und 15,71. 
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Abb. 3.5: DO/HM für EM und PM 

 

 

3.3 Auswertung der Spiegelbestimmung von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

 

3.3.1 Konzentrationsverläufe von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

 

Verglichen wurden die Konzentrationsverläufe von Dextromethorphan (DM), 

Dextrorphan (DO) und Hydroxymorphinan (HM) im Verlauf von drei Stunden nach der 

Einnahme von 2 mg/kg KG Dextromethorphan zwischen einer Gruppe frisch 

entzogener Alkoholabhängiger = Gruppe A und einer Gruppe gesunder Probanden = 

Gruppe B. (Abbildungen 3.6 bis 3.11) 
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Abb. 3.6: DM im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe A (Alkoholkranke) 
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Abb.3.7: DM im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe B (Gesunde) 
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Abb. 3.8: DO im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe A (Alkoholkranke) 
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Abb. 3.9: DO im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe B (Gesunde) 
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Abb. 3.10: HM im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe A (Alkoholkranke) 
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Abb. 3.11: HM im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe B (Gesunde) 
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3.3.2 DM/DO-Verhältnis im Verlauf 

 

 

Die Abbildungen 3.12 und 3.13 zeigen den Verlauf von DM/DO bis 3 Stunden nach 

Applikation von Dextromethorphan. 

 

Die Konzentration von Dextromethorphan liegt oft unter der Nachweisgrenze. Somit 

ergibt sich für das DM/DO-Verhältnis oft der Wert ”NULL”, welcher in der 

logarithmischen Darstellung nicht dargestellt werden kann. Statt jedoch der 

Konzentration ”Null” die Konzentration der Nachweisgrenze für die Berechnung des 

DM/DO-Verhältnisses einzusetzen73 erscheint nicht gerechtfertigt. 
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Abb. 3.12: DM/DO im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe A (Alkoholkranke) 
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Abb. 3.13: DM/DO im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe B 

 

 

 

3.3.3 DO/HM-Verhältnis im Verlauf 

 

 

Die Abbildungen 3.14 und 3.15 zeigen den Verlauf von DO/HM bis 3 Stunden nach 

Applikation von Dextromethorphan 
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Abb. 3.14: DO/HM im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe A 
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Abb. 3.15: DO/HM im Verlauf von 3 Stunden in der Gruppe B 
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4 Diskussion 

 

 

 

4.1 Dextromethorphan-Phänotypisierungs-Test 

 

 

4.1.1 CYP2D6-Aktivität über die O-Demethylierung von Dextromethorphan 

 

Um PM von EM zu differenzieren wird das Verhältnis der Konzentrationen von 

Dextromethorphan zu Dextrorphan herangezogen. Bei einem DM/DO > 0,3 wird die 

Person als ”poor metabolizer” des CYP2D6-Enzyms klassifiziert. Bei einem DM/DO < 

0,3 wird die Person als ”extensive metabolizer” des CYP2D6-Enzyms  klassifiziert. 

Unter den 26 Testpersonen, die den Dextromethorphan-Test mit 7,33 mg (n = 11) oder 

14,66 mg (n = 15) durchführten, fanden sich 6 ”poor metabolizer”. Das entspricht einem 

Anteil von 23%. In der Literatur ist für die kaukasische Rasse ein Anteil von etwa 10% 

”poor metabolizer” für das CYP2D6-Enzym angegeben. In unserer „Stichprobe“ aus der 

kaukasischen Rasse  fanden sich somit deutlich mehr „poor metabolizer“ als in der 

Literatur für die kaukasische Rasse beschrieben.54 

 

 

4.1.2 CYP3A4-Aktivität über die N-Demethylierung von Dextromethorphan 

 

Das metabolische Verhältnis der Dextromethorphan-N-Demethylierung berechnet sich 

aus den Konzentrationen von DO zu HM, welches ein Maß für die Aktivität des 

CYP3A4 ist.74  
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Hier ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen EM und PM, somit hat der 

Metabolisierungsstatus für das CYP2D6 keinen Einfluss auf die CYP3A4-Aktivität. 

 

 

 

4.2  Spiegelbestimmung von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

 

 

4.2.1 Konzentrationsverläufe von Dextromethorphan und seiner Metabolite 

 

Für die ”extensive metabolizer” beider Gruppen ergeben sich zum Beispiel am 

Zeitpunkt drei Stunden nach der Applikation des Dextromethorphan folgende gemittelte 

Konzentrationswerte (n = 18): 

 

Gruppe A:   Gruppe B: 

 

Hydroxymorphinan:  584 ng/ml   584 ng/ml 

 

Dextrorphan:   2070 ng/ml   1991 ng/ml 

 

Dextromethorphan:  25 ng/ml   39 ng/ml 

 

 

Wenn man jede Substanz zum entsprechenden Zeitpunkt nach der Applikation zwischen 

beiden Gruppen mittels eines U-Tests korreliert, ergibt sich folgendes:  
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Für den über die O- und N-Demethylierung des Dextromethorphan entstandenen 

Metabolit Hydroxymorphinan ergibt sich nur bei einer Stunde nach Applikation ein 

signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den Gruppen A und B, und zwar 

dahingehend, dass in der Gruppe der Alkoholkranken (A) die HM-Werte höher liegen. 

Im weiteren Verlauf lassen sich für HM jedoch keine signifikanten Unterschiede mehr 

in den Konzentrationen feststellen. 

Das bedeutet, dass innerhalb der ersten Stunde nach Applikation des Dextromethorphan 

in der Gruppe der Alkoholkranken eine signifikant höhere Metabolisierungsrate von 

Dextromethorphan zum Metabolit Hydroxymorphinan vorliegt. In der Literatur ist für 

Menschen mit chronischem Alkoholmissbrauch der beschleunigte Metabolismus über 

das Cytochrom P450 Enzymsystem der Leber für zahlreiche Substanzen 

nachgewiesen.75 76 77 

Dies gilt somit auch für das Dextromethorphan.  

 

 

Für den über die O-Demethylierung des Dextromethorphan entstandenen Metabolit 

Dextrorphan lassen sich über den gesamten Beobachtungszeitraum von drei Stunden 

nach Applikation keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden 

Gruppen feststellen. 

Da wie oben gezeigt für Hydroxymorphinan innerhalb der ersten Stunde nach 

Applikation von Dextromethorphan in der Gruppe der Alkoholkranken ein signifikant 

höherer Wert vorliegt, jedoch für Dextrorphan kein signifikanter 

Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Gruppen nachzuweisen ist, lässt sich 

daraus schließen, dass der chronische Alkoholmissbrauch eine Aktivitätssteigerung für 

das CYP3A4, also die N-Demethylierung (Dextrorphan zu Hydroxymorhinan) 

hervorruft. 
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Anders bei der Muttersubstanz Dextromethorphan. Hier liegen in der Gruppe B, also 

der Gruppe der gesunden Vergleichsgruppe (Nicht-Alkoholiker), die mittleren 

Konzentrationen für Dextromethorphan über den gesamten Beobachtungszeitraum 

signifikant höher als in der Gruppe A. 

Dieses Ergebnis untermauert die oben herausgearbeitete Feststellung, dass in der 

Gruppe der Alkoholkranken eine höhere Metabolisierungsrate für Dextromethorphan 

aufgrund von Enzyminduktion durch chronischen Alkoholmissbrauch vorliegen könnte. 

 

 

 

4.2.2 DM/DO-Verhältnis im Verlauf 

 

Wenn man die Werte des DM/DO-Verhältnisses zum jeweilig entsprechenden 

Zeitpunkt nach Verabreichung des Dextromethorphan der beiden Gruppen mittels des 

U-Testes (Mann-Whitney) korreliert, zeigt sich: 

 

Das DM/DO-Verhältnis in der Gruppe der Nicht-Alkoholkranken (Gruppe B) liegt über 

dem gesamten Beobachtungszeitraum signifikant höher als in der Gruppe der 

Alkoholkranken (Gruppe A) 

Um so kleiner der Wert für DM/DO, desto potenter ist die Enzymaktivität des CYP2D6. 

Siehe auch die Differenzierung zwischen den „poor“ und „extensive“ Metabolizer. 

Somit kann  über das DM/DO-Verhältnis die Aussage getroffen werden, dass in der 

Gruppe der Alkoholkranken eine signifikant höhere Enzymaktivität des CYP2D6 

vorliegt. 
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4.2.3 DO/HM-Verhältnis im Verlauf 

 

Für das DO/HM-Verhältnis ergibt sich im Verlauf von drei Stunden nach der 

Applikation kein signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen. 

Über den Konzentrationsverlauf der Einzelsubstanzen konnte gezeigt werden, dass 

zumindest innerhalb der ersten Stunde nach Applikation des Dextromethorphan eine 

höhere Metabolisierungsrate bei den Alkoholkranken über das CYP3A4 (N-

Demethylierung von Dextrorphan zu Hydroxymorphinan) vorliegen könnte. 

Wenn man das DO/HM-Verhältnis als Maß für die CYP3A4-Aktivität herannimmt, 

kann kein signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen nachgewiesen werden.74  

 

 

 

4.2.4 CYP2D6-Phänotypisierung 

 

In der Gruppe der Alkoholabhängigen (n = 20) fanden sich 2 ”poor metabolizer” für 

CYP2D6, ebenso in der Gruppe der Probanden (n = 20). Das ergibt einen  PM-Anteil 

von 10% der getesteten Personen, entsprechend den in der Literatur angegebenen 

Zahlen für die kaukasische Rasse.54
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5 Zusammenfassung 

 
 
Ziel der Arbeit war die Konzipierung eines Phänotypisierungstests für das Enzym 

CYP2D6, der im Routineablauf einer Psychiatrischen Klinik einfach und praktikabel 

durchzuführen ist. 

 

In unserer Stichprobe, die den Phänotypisierungstest mit der geringen Dosis über das 

Hustenbonbon durchgeführt hatte, befanden sich sogar deutlich mehr „Poor 

Metabolizer“, nämlich 23%, als die 10%, die in der Literatur beschrieben sind54. 

 

Der Metabolisierungsstatus „Extensive Metabolizer“ und „Poor Metabolizer“ der durch 

die CYP2D6-Aktivität über die O-Demethylierung des Dextromethorphan über das 

Konzentrationsverhältnis DM/DO definiert ist, hat keinen Einfluss auf die CYP3A4-

Aktivität, welche durch die N-Demthylierung von Dextromethorphan über das 

Konzentrationsverhältnis DO/HM charakterisiert wird. 

 

Analog zu der im Neurochemischen Labor bereits etablierten Nachweismethode der 

trizyklischen Antidepressiva mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie konnte 

die Analyse des Dextromethorphan und seiner Metabolite aufgebaut werden. Somit 

konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von Dextromethorphan und seiner 

Metabolite keine gänzlich neue Analysenmethode erfordert, und Labore mit 

vorhandener Technik die Bestimmung des CYP2D6 – Metabolisierungsstatus 

durchführen können. 

 

Unter den verschiedenen Extraktionsverfahren erwies sich das Rück-Extraktions-

Verfahren als das zwar aufwendigste, jedoch genaueste und zuverlässigste Verfahren. 
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Der Variationskoeffizient lag zwischen 7 – 11%. 

Die Versuche das Plasma ohne Extraktionsverfahren über die Säulenschaltmethode 

direkt der HPLC zur Messung zuzuführen zeigten, dass ein Nachweis von 

Dextromethorphan und seiner Metabolite möglich ist, jedoch das Säulenschalten 

aufgrund des enormen apparativen Aufwandes und der damit verbundenen höheren 

Anfälligkeit des Systems für die Masse der Analysen nicht praktikabel genug ist. 

Das Hauptaugenmerk der Arbeit richtete sich auf den Verlauf der Spiegel von 

Dextromethorphan und seiner Metabolite bei entzogenen Alkoholkranken drei Wochen 

nach erfolgtem Entzug und gesunden Kontrollpersonen. Diese Personen erhielten eine 

auf das Körpergewicht bezogene Dosierung ( 2mgDextromethorphan/kg KG), im Mittel  

140 mg, im Vergleich zu 14 mg beim Bonbontest (enthalten in 2 WICK Formel 44 Plus 

Hustenpastillen) 

  

Aufgrund der hohen Dosierung von Dextromethorphan traten in einer Probe sehr hohe 

Konzentrationsunterschiede (16 ng/ml bis 10000 ng/ml ) zwischen der Muttersubstanz 

und ihren Metaboliten auf. Deshalb wurde eine Probe jeweils für einen niedrigen und 

einen hohen Konzentrationsbereich analysiert. Über unterschiedliche 

Injektionsvolumina, 20 µl für den Konzentrationsbereich 16 – 400 ng/ml und 150 µl für 

den Konzentrationsbereich 400 – 10000 ng/ml konnte dieses Problem gelöst werden. 

 

Die Auswertung der Konzentrationsverläufe von Dextromethorphan, 

Hydroxymorphinan, Dextrorphan und Methoxymorphinan bei Alkoholkranken und 

Nicht-Alkoholkranken zeigte, dass in der Gruppe der Alkoholkranken innerhalb der 

ersten Stunde nach Applikation von Dextromethorphan, signifikant mehr 

Hydroxymorphinan entsteht als in der Gruppe der Nicht-Alkoholkranken.  
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Die Konzentration für Dextromethorphan liegt in der Gruppe der Nicht-Alkoholkranken 

(n = 18) mit im Mittel 40 ng/ml über dem gesamten Beobachtungszeitraum signifikant 

höher als bei den Alkoholkranken (n = 18) mit im Mittel 25 ng/ml.  

 

Die Auswertung des Konzentrationsverhältnisses DM/DO als Maß für die CYP2D6-

Aktivität erbrachte ein signifikant höheres DM/DO-Verhältnis  in der Gruppe der Nicht-

Alkoholkranken. DM/DO = 0,025 (Gesunde) versus DM/DO = 0,015 (Alkoholkranke). 

 

Die Auswertung des Konzentrationsverhältnisses DO/HM als Maß für die CYP3A4-

Aktivität erbrachte keinen Unterschied der beiden Gruppen.  

 

Sowohl die höheren Dextromethorphanwerte und die höheren Werte des DM/DO-

Verhältnisses in der Gruppe der Gesunden, als auch die höheren 1-Stunden-Werte des 

Hydroxymorphinan bei den Alkoholkranken sprechen für eine geringere Aktivität des 

CYP2D6 bei den Nicht-Alkoholkranken, respektive eine höhere Aktivität des CYP2D6 

bei den Alkoholkranken. 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass chronischer Alkoholmissbrauch einen induktiven Effekt auf 

das CYP2D6 hat und dass dieser Effekt zumindest drei Wochen in die Abstinenzphase 

hineinreicht. 

 

Da es bisher noch keine Untersuchungen zum Dextromethorphanmetabolismus bei 

Alkoholkranken gab, lassen sich unsere Beobachtungen noch nicht anhand 

vergleichbarer Studienergebnisse diskutieren.  
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