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1 Zusammenfassung

Bei einer Behandlung mit Methadon findet man eine sehr ausgeprégte interindividuelle Vari-
abilitat in der Pharmakokinetik. Aus diesem Grund muss die Dosierung dieses Medikaments
auf jeden Patienten individuell abgestimmt werden. Ein Teil dieser Variabilitét ist vermutlich
auf Unterschiede im Metabolismus von Methadon und in diesem Zusammenhang auf Poly-
morphismen in den Genen der abbauenden Enzyme zurlickzufiihren. Der Literatur zufolge
gibt es sieben Cytochrom P450 Enzyme, die in der Lage sind Methadon abzubauen: CYP3A4,
CYP2D6, CYP2C8, CYP1A2, CYP2C9, CYP2B6 und CYP2C109.

Das Gen fir CYP2D6 ist hoch polymorph. Es wurden bereits mehr als 70 verschiedene Allele
charakterisiert, wovon einige nachweislich die Enzymaktivitat beeinflussen. Man kann beziig-
lich der Enzymaktivitdt von CYP2D6 zwischen vier Hauptphdnotypen unterscheiden: Die
»Poor Metabolizer” (PM) haben keine oder nahezu keine Enzymaktivitat, ,,Intermediate Me-
tabolizer” (IM) eine verringerte Aktivitat, ,,Extensive Metabolizer” (EM) eine normale und
»Ultra Rapid Metabolizer” (UM) eine erhohte Enzymaktivitét.

In dieser Arbeit sollte festgestellt werden, in wie weit die hdufigsten Polymorphismen im Gen
fur CYP2D6 den Metabolismus von Methadon beeinflussen. Hierfur wurden 96 Probanden,
denen im Rahmen eines Substitutionsprogramms Methadon verabreicht wird, auf die Nullale-
le CYP2D6*3, *4, *5, *6, die Duplikation des Gens und die Mutation im regulatorischen Be-
reich -1584C>G hin untersucht. Die Detektion der Mutationen der Allele CYP2D6*3, *4 und
*6 sowie der Mutation -1584C>G erfolgte lber eine neu entwickelte Multiplex-PCR, Dupli-
kation und Deletion (CYP2D6*5) des gesamten CYP2D6 Gens wurden Uber verschiedene
PCRs mit anschliefender Fragmentlangenbestimmung bzw. (ber einen Real-Time PCR Assay
nachgewiesen. AuBerdem wurden die Spiegel von (R)- und (S)-Methadon im Blut dieser Pati-
enten ermittelt.

Bei dem Vergleich der verabreichten Dosis sowie dem gemessenen Spiegel von Methadon der
einzelnen Patienten mit den zugehdrigen Genotypen konnte keine offensichtliche Korrelation
zwischen den untersuchten Polymorphismen im CYP2D6 Gen und dem Metabolismus von
Methadon festgestellt werden. Es hat den Anschein, dass Gendefekte einzelner Enzyme durch
die Aktivitat der anderen am Metabolismus beteiligten Cytochrom P450 Enzyme kompensiert
werden. Allerdings war die Auswertung der Ergebnisse durch den vielfaltigen Beikonsum
anderer Medikamente und moglicherweise auch von zusétzlichem Methadon der einzelnen

Patienten, duBerst schwierig.
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2 Einleitung

2.1 Pharmakogenetik

Die Pharmakogenetik beschiftigt sich mit dem Einfluss individueller genetischer Unterschie-
de auf die Wirkung einzelner Medikamente. Es werden aber auch Determinanten fiir suchter-
zeugendes Verhalten, und in der onkologischen molekularen Epidemiologie, Verbindungen
zwischen der Pradisposition fiir bestimmte Krebsarten und der spezifischen Enzymausstattung
untersucht [Tribut et al., 2002].

In den meisten Fillen einer medikamentdsen Behandlung wird die gewiinschte Arzneimittel-
wirkung erreicht, jedoch kommt es in Ausnahmeféllen dazu, dass kein therapeutischer Effekt
eintritt oder, dass unerwiinschte Nebenwirkungen auftreten. Dies wird beeinflusst durch das
Alter, Gewicht und Geschlecht des Patienten, durch die zu behandelnde Krankheit und Wech-
selwirkungen mit anderen Medikamenten. Die Effizienz einer medikamentdsen Behandlung
und die Wahrscheinlichkeit einer negativen Reaktion kann aber auch durch genetische Fakto-
ren beeinflusst werden. Durch die Untersuchung genetischer Variationen bei Proteinen, insbe-
sondere Enzymen, die mit Arzneimittelwirkstoffen interagieren, erhofft man sich einen besse-
ren Einblick in die interindividuellen Unterschiede bei medikamentdsen Behandlungen zu
bekommen und zukiinftig durch eine Genotypisierung der einzelnen Patienten im Vorfeld die
bestmdgliche Behandlung im Sinne von Wahl bzw. Dosierung des Medikaments zu bestim-
men [Weinshilboum, 2003].

Nach der Verabreichung eines Medikaments wird es zundchst absorbiert und zum entspre-
chenden Ziel transportiert, wo es dann seine Wirkung entfaltet. Nach der Interaktion mit dem
Ziel wird das Medikament abgebaut und ausgeschieden. Bei Individuen, die nicht auf die ge-
wohnte Weise auf ein Medikament reagieren, findet man haufig eine Abweichung im Abbau
des Arzneimittelwirkstoffes, verursacht durch Unterschiede in der Aktivitéit der daran beteilig-
ten Enzyme [Weinshilboum, 2003]. Die Identifizierung von Individuen, die auf Grund ihres
Genprofils und der daraus resultierenden Enzymausstattung Variationen in der Reaktion auf
Arzneimittelwirkstoffe aufweisen, erfolgt iiblicher Weise iiber eine Phénotypisierung, wobei
die Plasmakonzentration des jeweiligen Medikaments oder die Urinkonzentration der Abbau-
produkte gemessen wird. Dies liefert zwar eine qualitative und quantitative Information, den-
noch unterliegt dieser Ansatz einer Einschrinkung. Bei dieser Untersuchungsmethode wird

lediglich eine Momentaufnahme der Aktivitdt der jeweiligen Enzyme gemacht. Da allerdings
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der Prozess auch durch andere Variablen, wie Hemmung und Induktion beeinflusst sein kann,
ist es oft nicht moglich eine pauschale Aussage iiber die Funktion der beteiligten Enzyme zu
treffen [Streetman et al., 2000; Zaigler et al., 2000]. Durch die Identifizierung der individuel-
len Enzymausstattung und den zugrunde liegenden Genen besteht die Moglichkeit, ein Gen-
profil des zu behandelnden Patienten zu erstellen, um die Wahl des Arzneimittelwirkstoffes
und dessen Dosis zu optimieren. Diese Genotypisierung kann iiber verschiedene molekular-
biologische Methoden, wie PCR (polymerase chain reaction), RFLP (restriction fragment
length polymorphism), SSCP (single-strand conformation polymorphism), TGGE/DGGE
(temperature or denaturing gradient gel elektrophoresis) und Sequenzierung erfolgen.

Es wurden bereits zahlreiche Enzyme und deren Gene identifiziert, die am Metabolismus von
endogenen und exogenen Stoffen beteiligt sind. Einige dieser Enzyme weisen Variationen auf
genetischer Ebene, so genannte Polymorphismen auf. Dabei wird ein Gen ausschlieBlich dann
als funktionell polymorph bezeichnet, wenn stabile Varianten mit veranderter Proteinaktivitét
mit einer Frequenz gréBer 1 % in einer Population auftreten. Polymorphismen von Genen
metabolisierender Enzyme konnen oftmals die individuelle Variabilitit bei medikamentdsen

Behandlungen erkléren [Tribut et al., 2002].

2.2 Metabolismus

Viele korpereigene Substanzen (z.B. Steroide, Fettsduren aber auch Proteine) bzw. Verbin-
dungen die dem Korper zugefiihrt werden (z.B. Medikamente, Insektizide, polycyclische
Kohlenwasserstoff-Verbindungen und bestimmte Nahrungsmittel) miissen in der Regel, bevor
sie ausgeschieden werden konnen, einen fiir die Substanz spezifischen Metabolismus durch-
laufen. Bei diesen endo- und exogenen Stoffen handelt es sich meist um Substanzen, die auf
Grund ihrer Fettloslichkeit nicht ausgeschieden werden konnen. Wiirden diese Verbindungen
nicht in der Leber zu hydrophilen Produkten abgebaut werden, konnten sich diese oftmals
giftigen Verbindungen im Fettgewebe und lipophilen Membranen anreichern und somit er-
hebliche Schédden verursachen. Bei der regelmiBigen Einnahme von Medikamenten kann es
aullerdem bei einem Nichtabbau des Arzneimittelwirkstoffes zu Reaktionen kommen, die
einer Uberdosierung gleichen, da sich bei jeder wiederholten Einnahme des Medikaments die
Konzentration des Wirkstoffes im Korper erhoht.

Der Prozess der Entgiftung lauft in der Regel in zwei Schritten ab. Bei der Phase I Reaktion

werden die funktionellen Gruppen, zum Beispiel durch aliphatische Hydroxylierung, Epoxi-
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dierung, Entschwefelung, aromatische Hydroxylierung, Dealkylierung, Deaminierung oder
Dehalogenierung modifiziert und ein reaktives Zwischenprodukt wird gebildet. Wahrend der
Phase II Reaktionen erfolgt eine Konjugation mit einer endogenen Verbindung iiber Acetylie-
rung, Konjugation mit Glutathion, Glucuronidierung, Sulfatierung oder Methylierung, wo-
durch die Substanz wasserloslicher wird und renal oder bilidr ausgeschieden werden kann
[Nebert und Gonzalez, 1987; Weinshilboum, 2003].

Beide Reaktionstypen des Metabolismus sind enzymvermittelt. Die Enzyme werden entspre-
chend der von ihnen katalysierten Reaktionen in Phase I Enzyme (Cytochrom P450 Enzyme,
Xanthinoxidasen, Monoaminoxidasen, Diaminoxidasen, Flavinmonooxygenasen, Reduktasen,
Esterasen, Dehydrogenasen und die Epoxidhydrolase) und Phase II Enzyme (GSTMI,
GSTT1, NAT2, TPMT, die UDP-Glucuronosyltransferase und Sulfotransferasen) eingeteilt.
Fiir beide Kategorien wurden mittlerweile Enzympolymorphismen beschrieben, die eine ver-
anderte Aktivitét, aber auch vollstidndige Inaktivitit zur Folge haben. Eine Schliisselrolle bei
Variationen im Metabolismus spielen die Hauptenzyme der Phase I Reaktionen, die P450

Cytochrome [Daly, 2003].

2.3 Cytochrom P450 Familie

Bei den P450 Cytochromen handelt es sich um eine Superfamilie enzymatischer Himprotei-
ne, die bei allen bisher untersuchten lebenden Organismen, unter anderem auch bei Prokaryo-
ten vorkommen. Sie katalysieren endogene Biosynthesewege und den oxidativen Abbau von
Xenobiotika.

Die P450 Cytochrome sind die wichtigsten Enzyme in der Phase I des Metabolismus von vie-
len endogenen und exogenen Stoffen. Beim Menschen findet man sie in sehr hoher Konzent-
ration in der Leber, aber auch in der Lunge und im Darm konnten diese Enzyme nachgewie-
sen werden. Auf subzelluldrer Ebene sind sie liber eine membrandurchspannende N-terminale
Helix und der pre-A und F-G Schleife in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
und der inneren Membran der Mitochondrien verankert. Sie bestehen aus einem bis zu 500
Aminoséuren groBBen Flavoprotein, das mit einer Himgruppe assoziiert ist. Hierbei liegt die so
genannte [-Helix, die das Riickrat aller P450 Cytochrome bildet, direkt tiber der Him-Tasche
(Abb. 1). Es wird angenommen, dass die Sequenz der [-Helix bei den verschiedenen Enzymen

die Substatspezifitit bestimmt [Tribut et al., 2002; Werck-Reichhart und Feyereisen, 2000].
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C-terminal

Abb. 1: Molekularstruktur eines Cy-
tochrom P450 Enzyms: Das Enzym ist
iiber die N-terminale Helix sowie der
pre-A und F-G Schleife (rot) in der
Lipidschicht der Membran verankert.
Die Hamgruppe befindet sich zwi-
schen der L- und I-Helix (griin), wobei
die I-Helix das Riickrat bei jedem
P450 Cytochrome bildet. (Abbildung
entnommen aus: http://ccr.cancer.gov)

Das Absorptionsmaximum des membrangebundenen reduzierten Cytochrom P450+CO Kom-
plex liegt in vitro bei 450 nm, woraus auch der Name P (Pigment) 450 resultiert. Die unge-
wohnlichen spektralen Eigenschaften dieser Enzyme im reduzierten Zustand sind auf ein Thi-
olat zuriickzufiihren, das an der fiinften Koordinationsstelle am Hameisen gebunden ist [Klin-
genberg, 1958; Garfinkel, 1958, Omura und Sato, 1964].

Bezeichnet werden die Enzyme mit CYP, gefolgt von einer arabischen Ziffer fiir die entspre-
chende Familie. AnschlieBend folgt ein Buchstabe fiir die Subfamilie (A-F) und eine weitere
arabische Nummer, die das Isoenzym angibt. Nach einem ,,** folgt schlieflich die Beziffe-
rung der allelen Variante [Daly et al., 1996(1); Tribut et al., 2002].

Die P450 Cytochrome sind sog. Monooxygenasen (mischfunktionelle Oxygenasen) und das
letzte Glied einer Elektronentransportkette. Ihre Funktion besteht in der Hydroxylierung von
Substraten, wobei das Enzym in Kombination mit atmospharischem Sauerstoff und dem ab-
zubauendem Substrat einen trimolekularen Komplex bildet. Uber mehrere Schritte werden
dann energiereiche Elektronen vom Reduktionsdquivalent NADPH auf das Enzym iibertra-
gen, wodurch der gebundene Sauerstoff aktiviert wird. AnschlieBend wird ein Sauerstoffatom
zu Wasser reduziert und das zweite auf das Substrat {ibertragen. Es entsteht somit ein hydro-
xyliertes Produkt, das in der Phase II des Metabolismus weiter abgebaut und schlief8lich aus-
geschieden werden kann [White und Coon, 1980; Black und Coon, 1987].

Als Substrate dienen den P450 Cytochromen lipophile Stoffe, wie Fettsduren, Retinoide,
Prostagladine, biogene Amine, sowie Pheromone, Pflanzenmetabolite und Xenobiotika, wie
unzdhlige Medikamente, chemische Karzinogene, Mutagene und andere umweltbedingte

Kontaminanten. Des Weiteren spielen diese Enzyme auch eine wichtige Rolle im Metabolis-
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mus von Cholesterin, Vitamin D, Gallensdure und Steroidhormonen [Nebert und Gonzalez,
1987; Nelson, 1999].

Bei dieser Fiille von korpereigenen Verbindungen und Xenobiotika ist vor allem die unter-
schiedliche molekulare Grofe der verschiedenen Substrate bemerkenswert (angefangen von
anorganischen Chromaten, Ethanol bis hin zu Steroiden und 5-Ring polycyclischen aromati-
schen Hydrocarbonaten). Deshalb ist es durchaus verstindlich, dass sich im Laufe der Evolu-
tion die verschiedenen Subfamilien der P450 Cytochrome entwickelt haben. Bei den Sdugern
findet man zehn verschiedene Genfamilien, die fiir mehr als 100 Gene codieren [Nebert und
Gonzalez, 1987].

Die Familien 1, 2 und 3 sind dabei hauptsédchlich fiir die Biotransformation kdrperfremder
Substanzen, wie z.B. Medikamente verantwortlich. Da viele Medikamente und andere xeno-
biotische Stoffe von Pflanzen stammen, oder chemisch pflanzlichen Metaboliten (Phytoalexi-
ne) sehr dhnlich sind, wird angenommen, dass sich diese Genfamilien in den verschiedenen
Organismen durch den Kontakt bei der Aufnahme von Pflanzen innerhalb einer Zeitspanne
von 1,5 Billionen Jahren divergent entwickelt haben [Nebert und Gonzalez, 1987].

Unter den P450 Cytochromen findet man einen sehr groflen Grad an iiberlappender Sub-
stratspezifitit. AuBBerdem ist jedes Isoenzyme in der Lage, eine ganze Reihe spezifischer Sub-
strate abzubauen, was hinsichtlich des breiten Spektrums an exogenen Stoffen nicht verwun-
derlich ist [Nebert und Gonzalez, 1987]. Die Xenobiotika metabolisierenden Enzyme (aul3er
CYP2D6) sind induzierbar, wobei die Induktion dosisabhidngig und reversibel ist. Die ent-
sprechenden Gene werden dabei durch die, fiir die codierten Enzyme spezifischen Substrate
induziert und deren Expression wird um mehr als das 100fache gesteigert. Dariiber hinaus
kann ein Substrat auf verschiedene Isoenzyme sowohl aktivierend als auch hemmend wirken
[Tribut et al., 2002].

Aus diesem Grund muss bei einer medikamentdsen Behandlung darauf geachtet werden, dass
sich die verschiedenen Arzneimittelwirkstoffe nicht gegenseitig beeinflussen. Sei es, weil sie
von demselben Isoenzym abgebaut werden, wodurch eine Konkurrenzsituation bei der Bin-
dung ans Enzym entsteht, oder weil ein Wirkstoff das oder die abbauenden Enzyme des ande-
ren inhibiert. Durch diese Wechselwirkungen und eine Fiille von weiteren Interaktionen mit
induzierenden und hemmenden Agenzien, sowie der verschiedenen Substrate untereinander
kann die Wirkung eines Medikaments nachteilig beeinflusst werden. Auflerdem ist die Wir-
kungsdauer der Medikamente davon abhingig, wie schnell die Enzyme des P450 Systems
aktiviert werden und den Arzneimittelwirkstoff durch dessen Abbau inaktivieren [Tribut et

al., 2002].
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2.3.1 CYP2D6

Ende der 80er Jahre wurde das erste Gen fiir eines der Cytochrom P450 Enzyme, die Spar-
tein/Debrisoquin Hydroxylase (CYP2D6), kloniert und charakterisiert [Tribut et al., 2002].
Das CYP2D6 Gen liegt auf Chromosom 22 (22q13.1) im so genannten CYP2D Gencluster.
Dieses Gencluster beinhaltet neben CYP2D6 auch zwei nicht funktionelle Kopien dieses
Gens, die Pseudogene CYP2D7P und CYP2D8P [Kimura et al., 1989]. Das gesamte Gen um-
fasst Skb und besteht aus neun Exons. Die daraus resultierende mRNA ist 1655 Basenpaaren
groB3 und codiert fiir ein Protein mit 497 Aminosduren (55,84kDa). Bei der von CYP2D6 kata-
lysierten Metabolisierungsreaktion handelt es sich um eine Demethylierung, wobei abhingig
vom Substrat eine O- bzw. N-Demethylierung stattfinden kann. Das Enzym CYP2D6 macht
lediglich 1-2 % der Gesamtmenge an Cytochrom P450 Enzymen in der Leber aus [Shimada et
al., 1994]. Dennoch ist es am Metabolismus von iiber 40 Medikamenten beteiligt und somit
eines der wichtigsten Mitglieder der Gruppe der Phase I Enzyme [Daly, 1995; Kroemer und
Eichelbaum, 1995].

2.3.1.1 CYP2D6 Substrate

Die Substrate fiir CYP2D6 sind strukturell duBBerst verschiedenartig. Meist handelt es sich um
kleine Molekiile mit einem basischen Stickstoffatom, 5-10 A (Angstrém) von der Stelle der
Oxidation entfernt. Dieser Stickstoff liegt bei physiologischem pH protoniert vor und inter-
agiert wahrscheinlich tiber elektrostatische Wechselwirkungen mit einem Glutaminsdurerest
(Glu-216) und Asparaginsdurerest (Asp-301) im aktiven Zentrum des Enzyms. Neutralisiert
man einen dieser Reste in der I-Helix durch ortsspezifische Mutagenese, so wird die Affinitét
fiir die klassischen basischen stickstofftragenden Substrate und die katalytische Aktivitit des
Enzyms drastisch herab gesetzt. Werden beide Reste gleichzeitig neutralisiert ist CYP2D6
sogar in der Lage Substrate abzubauen, die normal nicht von diesem Enzym metabolisiert
werden, d.h. die Substratspezifitit dndert sich [Paine et al., 2003].

Aber auch Stoffe ohne basischen Stickstoff, wie zum Beispiel Spirosulphonamid kénnen mit
hoher Affinitdt gebunden werden [Guengerich et al., 2002]. Auf diese Substrate hat der Aus-
tausch von Glu-216 und/oder Asp-301 gegen neutrale Aminosduren keine oder nur geringe
Auswirkungen, woraus man schlieBen kann, dass solche Substrate an einer anderen Position

binden, und/oder mit anderen Resten interagieren. Grofle und Form des aktiven Zentrums von
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CYP2D6 ist also so ausgerichtet, dass eine breite Auswahl an Substanzen gebunden werden
kann. Die Bindungsstelle fiir Substrate von CYP2D6 ist somit von Natur aus eher universell.
Asp-301 und Glu-216 sind die einzigen Faktoren, die eine entscheidende Rolle bei der Defini-
tion der Substratspezifitét spielen, indem sie die Bindung von basischen Substraten favorisie-
ren und im Gegenzug dazu azide Substrate ablehnen [Paine et al., 2003].

Wie bereits erwidhnt metabolisiert CYP2D6 eine Reihe von Medikamenten, beispielsweise
verschiedene Betablocker, Antidepressiva, Antipsychotika und Antiarrythmika (sieche Tabelle
1). Aber auch andere Xenobiotika, darunter bestimmte Neurotoxine, wie z.B. MPTP (1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin), das sehr wirksam die Parkinson Krankheit indu-
zieren kann [Coleman et al., 1996; Gilham et al., 1997; Modi et al., 1997], und endogene
Stoffe wie Progesteron oder Pregnenolon dienen als Substrate fiir dieses Enzym [Niwa et al.,

1998; Hiroi et al., 2001].

B-Blocker Alprenolol, Metoprolol, Timolol, Bufuralol, Propranolol, Guanoxan,
Indoramin, Bupranolol, Carvedilol, Trimepranol

Antiarrythmica

Spartein, N-Propylajmalin, Propafenon, Mexiletin, Flecainid, En-
cainid, Procainamid, Lidocain

Antidepressiva

Nortriptylin, Desipramin, Clomipramin, Imipramin, Amitryptilin,
Minaprin, Fluvoxamin, Atomoxetin (ADS/ADHS), Duloxetin, Venla-
faxin, Fluperlapin, Maprotilin, Mianserin

Antipsychotika

Perphenazin, Thioridazin, Zuclopenthixol, Haloperidol, Tomoxetin,
Paroxetin, Amiflamin, Methoxyphenamin, Fluoxetin, Levomepro-
mazin, Olanzapin, Risperidon, Aripiprazol, Chlorpromazin, Cin-
narizin, Clozapin, Fluphenazin, Trifluperidol, Promethazin

Analgetika

Codein, Ethylmorphin, Hydrocodon, Dextromethorphan, Phenacetin,
Tramadol,

Antihistamine

Loratadin, Chlorpheniramin, Metiamid

Andere

Debrisoquin, 4-Hydroxy-Amphetamin, Phenformin, Perhexilin,
MDMA (Ecstasy), Ritonavir (HIV 1 Protease Inhibitor) Dolasetron,
Ondansetron, Tropisetron, Nicergolin, Dexfenfluramin, MPTP(1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin), Metoclopramid (Dopa-
min-Antagonist), Tamoxifen, Deprenyl, Flunarizin, Galanthamin

Tabelle 1: CYP2D6 Substrate [Wolf und Smith, 1999; Buzkova et al., 2006]

Neben der Fiille an Substraten hat man auch Substanzen gefunden, die in der Lage sind
CYP2D6 zu inhibieren (sieche Tabelle 2). Die verschiedenen Substrate und Inhibitoren beein-
flussen sich bei gleichzeitiger Verabreichung gegenseitig, wodurch es zu Wechselwirkungen

zwischen verschiedenen Medikamenten kommen kann (siehe 2.3)
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Starke Inhibitoren Bupropion, Fluoxetin, Paroxetine, Quinidin,

Mittlere Inhibitoren Duloxetin , Terbinafin

Schwache Inhibitoren | Amiodaron, Cimetidin, Sertralin

Celecoxib, Cinacalcet, Citalopram, Clemastin, Clomipramin, Cocain,
Diphenhydramin, Doxepin, Doxorubicin, Escitalopram, Goldenseal,
Andere Halofantrin, Histamine H1 Receptor Antagonisten, Hydroxyzin, Mi-
befradil, Midodrin, Moclobemid, Ranitidin, Red-haloperidol, Ticlopidin,
Tripelennamin

Tabelle 2: CYP2D6 Inhibitoren (Tabelle entnommen aus http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm

2.3.1.2 CYP2D6 Polymorphismen

CYP2D6 ist ein duflerst polymorphes Gen. Bis jetzt wurden bereits mehr als 70 verschiedene
Allele charakterisiert, wobei fiinf davon (CYP2D6*1A, *2, *2B, *4A und *5) 87 % aller Alle-
le in der europdischen Bevolkerung ausmachen. Die restlichen allelen Varianten treten mit

einer Frequenz von 0,1 % - 2,7 % auf (http://www.imm.ki.se/cypalleles) [Marez et al., 1997].

Allgemein findet man bei den verschiedenen Allelen ein sehr heterogenes Mutationsspektrum,
wie Deletionen, Insertionen und Punktmutationen, die die Aminosduresequenz, aber auch das
Spleien der mRNA verdndern. Dariiber hinaus kommt die komplette Deletion von CYP2D6
und DNA-Rearrangements, wie Rekombination oder Genkonversion des CYP2D6 Gens mit
den Pseudogenen CYP2D7P und CYP2D8P vor [Kagimoto et al., 1990]. Dabei ist die 3’-
Region der codierenden Sequenz (Exon 6 bis 9) von Mutationen weniger betroffen, was dafiir
spricht, dass dieser Bereich fiir konservierte Elemente, wie zum Beispiel die Ham-
Bindungsstelle kodiert [Koymans et al., 1993; Ellis et al., 1995; Marez et al., 1997]. Dennoch
wurden bereits viele der Allele mit einer Verringerung, Erhohung oder der vollstdndigen Inak-
tivierung der Enzymaktivitit assoziiert.

Der Selektionsdruck auf dieses Enzym scheint demnach &uflerst gering zu sein, was wahr-
scheinlich daran liegt, dass es keine essentielle physiologische Funktion im alltdglichen Leben
ausiibt. Es besteht sogar die Annahme, dass CYP2D6 im Laufe der Evolution seine Funktio-
nalitdt vollstdndig verlieren und sich somit zu einem Pseudogen entwickeln wird [Kagimoto
etal., 1990].

Die Haufigkeit der unterschiedlichen Allele variiert sowohl zwischen den ethnischen Gruppen

als auch innerhalb einzelner Populationen einer ethnischen Gruppe [Yu et al., 2002]. Als Fol-
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ge ergeben sich Variationen bei der CYP2D6 Enzymaktivitit und somit bei dem Metabolis-
mus der von CYP2D6 abgebauten Substrate. Diese signifikanten Unterschiede in der Aktivitit
von CYP2D6 konnen bei einer medikamentdsen Behandlung, genau wie die Fiille an Substra-
ten und Inhibitoren (sieche 2.3.1.1) Probleme bereiten, besonders bei Medikamenten die aus-
schlieBlich von diesem Enzym metabolisiert werden und enge therapeutische Indizes aufwei-
sen [Vandel et al., 1999]. Somit unterscheiden sich einzelne Individuen oftmals stark im Auf-
treten von Nebenwirkungen und therapeutischer Effizienz [Tucker, 1994; Kroemer und Ei-
chelbaum, 1995]. AuBlerdem konnten bestimmte Allelvarianten mit verschiedenen Krankhei-
ten, einschlieBlich manchen Krebsarten, chronischen inflammatorischen Erkrankungen und
neurodegenerativen Stérungen assoziiert werden [Wolf et al., 1994; Daly et al., 1994; Beyeler
et al., 1996]. Individuen, die beispielsweise kein funktionelles CYP2D6 Enzym bilden kon-
nen, sind nicht in der Lage manche Karzinogene oder Toxine, wie z.B. MPTP zu metabolisie-
ren, was zu einer verdnderten Pridisposition fiir bestimmte Krebsarten, oder im Fall von
MPTP zu einer erhohten Anfilligkeit fiir die Parkinson Krankheit fiithrt [Coleman et al., 1996;
Gilham et al., 1997]. Hinsichtlich einer metabolischen Aktivierung von Prokarzinogenen
durch CYP2D6 kann sich die Abwesenheit der Enzymaktivitit jedoch schiitzend auswirken
[Wolf und Smith, 1999].

Grundsatzlich kann man zwischen 4 hauptséchlichen Phianotypen bei der CYP2D6 Enzymak-
tivitdt unterscheiden. Die ,,Poor Metabolizer* (PM) haben keine oder nahezu keine Enzymak-
tivitdt, ,,Intermediate Metabolizer (IM) eine verringerte Aktivitit, ,,Extensive Metabolizer*
(EM) eine normale und ,,Ultra Rapid Metabolizer* (UM) eine erhohte Enzymaktivitét [Daly,
1995]. Die Grenzen zwischen den einzelnen Phianotypen sind flieBend, zum Teil Substratab-

hingig und die Privalenz variiert in den verschiedenen Populationen [Bertilsson, 1995].

2.3.1.2.1 Der PM Phénotyp

Dieser Phénotyp wird autosomal rezessiv vererbt und tritt bei durchschnittlich 5-10 % der
Européer, 1-2 % der Asiaten und mit 0-8 % bei Populationen afrikanischen Ursprungs auf. Er
ist mit der Abwesenheit der CYP2D6 Aktivitit assoziiert, die auf zwei nicht funktionelle Al-
lele, sog. Nullalele des Gens zuriickzufiihren ist [Mahgoub et al., 1977; Eichelbaum et al.,
1979; Bertilsson, 1995; Jurima-Romet et al., 1997; Sachse et al., 1997].

Zehn der bereits charakterisierten Allelvarianten tragen Mutationen, die mit einer defizienten

Aktivitdt und somit mit dem PM Phénotyp einhergehen. Der Hauptteil der inaktivierenden
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Mutationen sind entweder Deletionen, die zu einer Verschiebung des Leserasters fiihren oder
Punktmutationen, die in Spleidefekten resultieren. Es wurden aber auch bereits zwei Amino-
sdure Substitutionen beschrieben, die zu einem Verlust der Enzymaktivitit fithren [Daly,
2003].

Die Allele CYP2D6*3, *4, *5 und *6 sind in der europdischen Bevolkerung am héufigsten fiir
den PM Phinotyp verantwortlich. Dabei findet man in 66-70 % der PM-Fille Allel
CYP2D6*4, in 15-17 % CYP2D6*5, in 6 % CYP2D6*6 und bei 5 % der Personen ohne En-
zymaktivitit Allel CYP2D6*3. Somit kann man durch einen Test auf diese vier Allele 92-
98 % aller PM identifizieren. Die restlichen Individuen mit einer defizienten Enzymaktivitit
sind homo- bzw. heterozygot fiir verschiedene relativ seltene inaktive Allele [Kagimoto et al.,
1990; Gaedigk et al., 1991; Broly et al., 1991; Saxena et al., 1994; Daly et al., 1995; Sachse
etal., 1997; Leathart et al., 1998, Daly, 2003].

Die charakteristische Mutation bei Allel CYP2D6*4 ist ein Basenaustausch von Guanin zu
Adenin an der Position 1846, der Konsensussequenz der 3 Spleif3stelle von Intron 3. Dadurch
wird die SpleiBireaktion verhindert und ein inaktives verkiirztes Protein mit nur 181 anstatt
457 Aminosduren gebildet [Kagimoto et al., 1990; Gough et al., 1990; Hanioka et al., 1990].
Die Allele CYP2D6*3 und *6 weisen dagegen Deletionen einzelner Basen auf, wodurch der
Leserahmen verschoben wird. Bei Allel *3 geht ein Adenin an Position 2549 [Kagimoto et
al., 1990] und bei Allel *6 ein Thymin an Position 1707 verloren [Saxena et al., 1994]. Durch
die Leserahmenverschiebung bei CYP2D6*6 entsteht zusitzlich ein neues Stop Codon was zu
einem verkiirzten Protein fiihrt. Die gesamte Deletion des CYP2D6 Gens bei Allel *5 ist der
zweit haufigste genetische Defekt, der fiir den PM Phinotyp verantwortlich ist [Gaedigk et
al., 1991; Steen et al., 1995(2)]. Die Deletion des Gens entsteht hochst wahrscheinlich {iber
eine ungleiche reziproke Rekombination (siche UM Phinotyp), wobei auf dem einen Chro-

mosom des Gen deletiert und auf dem zweiten dupliziert wird [Steen et al., 1995(2)].

2.3.1.2.2 Der IM Phénotyp

Etwa 5-10 % der europdischen Bevolkerung weisen den IM Phénotyp und somit eine verrin-
gerte CYP2D6 Enzymaktivitit auf. Zahlreiche Allele konnten bereits mit diesem Phénotyp in
Verbindung gebracht werden, wie zum Beispiel CYP2D6*9, *10, *14, *17, *29 und *41
[Tyndale et al., 1991; Yokota et al., 1993; Johansson et al., 1994; Broly und Meyer, 1993;
Masimirembwa et al., 1996; Marez et al., 1997; Wang et al., 1999; Raimundo et al., 2000].
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Dabei zeigt sich jedoch bei einigen dieser Allele eine sehr ungleiche Verteilung in den ver-
schiedenen ethnischen Populationen. So findet man CYP2D6*10 hauptsédchlich bei Asiaten
(40-50 %) [Droll et al., 1998; Tateishi et al., 1999; Garcia-Barcelo et al., 2000; Teh et al.,
2001; Zanger et al., 2001; Yu et al., 2002], CYP2D6*17 (15-34 %) [Masimirembwa et al.,
1996; Leathart et al., 1998; Wennerholm et al., 1999; Wan et al., 2001] dagegen meist bei
Afroamerikanern und den verschiedenen afrikanischen Populationen. Diese Allele sind in der
europdischen Bevdlkerung, wenn iiberhaupt, nur sehr selten vertreten. Im Gegensatz dazu ist
die Frequenz der Allele, die den Verlust der Enzymaktivitét und somit den PM Phénotyp be-
dingen, bei Afrikanern, Afroamerikanern, Asiaten und Orientalen signifikant geringer als bei
Kaukasiern (siehe 2.3.1.2.1). Dadurch findet man in der europdischen Bevolkerung zum einen
wesentlich seltener den IM und zum anderen hdufiger den PM Phénotyp als bei den iibrigen
Populationen. Diese Verschiebung der Genotypen bzw. Phinotypen bedingt grundsétzlich
eine durchschnittlich geringere Enzymaktivitit bei Afrikanern, Afroamerikanern und Asiaten.
AuBerdem fehlt bei diesen Populationen durch die niedrige Frequenz des PM Phénotyps die in
der europdischen Population charakteristische Bimodalitit, der Gegensatz von keiner zu nor-
maler Enzymaktivitit [Marez et al., 1997; Sachse et al., 1997; Griese et al., 1998; Gaedigk et
al., 1999; Gaedigk et al., 2002].

Treten zwei Allele, die fiir ein Enzym mit herabgesetzter Aktivitdt codieren, homo- bzw. hete-
rozygot auf, kommt es zu dem IM Phanotyp. Aber nur ein kleiner Teil der IM in der européi-
schen Bevolkerung konnen durch solche Genotypen erklirt werden. Im Zusammenhang mit
dem IM Phinotyp wird ebenfalls ein Gendosiseffekt diskutiert. Moglicherweise fiihrt die
Kombination eines Nullallels mit einem Wildtyp Allel zu einer allgemein herabgesetzten En-
zymaktivitit, da die gebildete Enzymmenge um die Hélfte reduziert sein miisste. Einige dieser
Individuen zeigen tatsdchlich einen IM Phénotyp, andere dagegen weisen allerdings eine
normale Enzymaktivitdt auf und miissen somit dem EM Phanotyp zugeordnet werden [Daly,
2003; Griese et al., 1998].

Eine Erkldrung hierfiir liefert moglicherweise eine Mutation im regulatorischen Bereich des
CYP2D6 Gens, ein Austausch von Cytosin durch Guanin an Position -1584, der mit einer
moglichen erhohten Enzymaktivitit assoziiert wird und in erster Linie bei dem funktionellen
Allel CYP2D6*2, aber auch bei CYP2D6*35 zu finden ist. Dieses Cytosin/Guanin ist Teil
eines Sequenzmotivs auf dem (-)-Strang (G/C GGTTCTTCC), das eine groBe Ahnlichkeit mit
der Konsensus- bzw. Bindungssequenz der NK-kB/c-Rel Familie von Transkriptionsfaktoren
aufweist [http://transfac.gbf.de/TRANS-FAC/index.html; Heinemeyer et al., 1998]. Dies

spricht dafiir, dass es sich hierbei mdglicherweise ebenfalls um eine Bindungsstelle fiir solch



Einleitung 13

einen Faktor handelt. Die mutierte Sequenz scheint den Transkriptionsfaktor besser zu binden,
was dann in einer gesteigerten Transkriptionseffizienz resultiert. Das Allel CYP2D6*41, das
fiir ein Enzym mit geringerer Enzymaktivitét codiert, weist diese Mutation nicht auf. Bei einer
Studie von Raimundo et al., (2000) konnte bei 12 von 14 IM, die heterozygot fiir ein Nullallel
waren das zweite Allel als CYP2D6*41 identifiziert werden, was darauf hinweist, dass dieses
Allel in Kombination mit einem Nullallel eine gewisse Rolle bei der Ausbildung des IM Phé-
notyp spielt [Raimundo et al., 2000; Zanger et al., 2001; Zanger et al., 2004].

Die -1584C>G Mutation wird ebenfalls im Zusammenhang mit der durchschnittlich geringe-
ren CYP2D6 Enzymaktivitit anderer ethnischer Populationen diskutiert, da diese zum Bei-
spiel bei Afroamerikanern mit nur einer Frequenz von 12 % im Gegensatz zu 43 % in der eu-
ropdischen Bevolkerung auftritt [Gaedigk et al., 2002]. AuBlerdem scheint diese Mutation
auch bei der Ausbildung des UM Phénotyps eine gewisse Rolle zu spielen (siche 2.3.1.2.4).

2.3.1.2.3 Der EM Phénotyp

Individuen mit diesem Phanotyp zeigen eine normale bzw. Wildtypenzymaktivitdt. Diese Per-
sonen tragen in der Regel zwei CYP2D6*1 Allele bzw. zwei Allele deren Mutationen die En-
zymaktivitdt nicht oder nur in geringem Malle beeinflussen, wie zum Beispiel CYP2D6*2
oder *33 [Zanger et al., 2004]. Individuen, heterozygot fiir ein Nullallel und ein funktionelles
Allel konnen ebenfalls den EM Phinotyp ausprédgen, sofern das intakte Allel nicht fiir ein En-
zym mit herabgesetzter Aktivitit kodiert (siehe 2.3.1.2.2).

2.3.1.2.4 Der UM Phinotyp

Bis zu 7 % der europdischen Bevolkerung zeigen eine erhohte CYP2D6 Enzymaktivitit. Bei
einigen dieser Individuen konnte dieser sog. UM Phénotyp mit einer bis mehreren zusitzli-
chen funktionellen Kopien des CYP2D6 Gens assoziiert werden. Dieser Genotyp kommt
durch eine Duplikation des Gens zustande, wobei die einzelnen Genkopien tandemartig ar-
rangiert sind [Johansson et al., 1993; Agundez et al., 1995; Dahl et al., 1995].

Das Auftreten von mehr als einer weiteren Genkopie ist relativ selten und tritt hauptséchlich
in ostafrikanischen Populationen auf, wo man bereits Individuen mit bis zu 13 zusétzlichen

CYP2D6 Genen entdeckt hat [Johansson et al., 1993]. Auch ist die Frequenz der Duplikation
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an sich bei Ostafrikanern mit bis zu 30 % wesentlich hdufiger als bei Europédern anzutreffen
[Aklillu et al., 1996].

Es wird angenommen, dass die Duplikation des CYP2D6 Gens iiber ein reziprokes ungleiches
Rekombinationsereignis entsteht. Dabei wird auf einem Chromosom das Gen dupliziert, wéh-
rend es auf dem zweiten verloren geht. Dadurch entsteht also nicht nur eine Duplikation son-
dern ebenfalls eine Deletion von CYP2D6, was dem Nullallel CYP2D6*5 entspricht [Steen et
al., 1995(1); Steen et al., 1995(2)]. Der CYP2D6 Lokus wird von zwei grolen direkten Wie-
derholungen, den sog. CYP-REP Einheiten flankiert. Dabei findet man eine 3,4 kb grofle Se-
quenz downsteam von CYP2D6 (CYP-REPG6). Die zweite Wiederholung zwischen dem Pseu-
dogen CYP2D7 und dem CYP2D6 Lokus (CYP-REP7) ist durch ein 1,6 kb grof8es Fragment
unterbrochen, wodurch die 3,4 kb Sequenz in 0,6 kb und 2,8 kb Fragmente unterteilt wird.
Die beiden 2,8 kb groflen Sequenzen der CYP-REP Einheiten sind beziiglich ihrer Sequenz
nahezu identisch, auller jeweils 4 bp am 5’- bzw. 3’-Ende. Bei einer Sequenzanalyse dieses
Fragments der CYP-REP Einheiten bei Individuen mit Duplikation bzw. Deletion des
CYP2D6 Gens konnte festgestellt werden, dass CYP-REP-DUP (duplizierte CYP-REP Se-
quenz) das 5’- Ende von CYP-REP6 und das 3°- Ende von CYP-REP7 aufweist. Bei CYP-
REP-DEL findet man genau den umgekehrten Fall (5°- Ende von CYP-REP7 und das 3’- En-
de von CYP-REPG6), somit ist die CYP-REP-DEL Einheit, die bei einer Deletion von CYP2D6
entsteht als Reziprok zu CYP-REP-DUP anzusehen (sieche Abb.2). Der Bruchpunkt der Re-
kombination liegt also hochst wahrscheinlich innerhalb des 2,8 kb Fragments. Einen weiteren
Hinweis liefern auch zwei Sequenzmotive innerhalb dieser Sequenz, die hdufig an Rekombi-
nationsereignissen beteiligt sind, ein 10 bp groBer Tandem Repeat und ein Alu-Element. Da
aber die Sequenzen der zwei CYP-REP Einheiten fast identisch sind, kann die exakte Bruch-
stelle der Rekombination nicht bestimmt werden [Steen et al., 1995(1); Steen et al., 1995(2);
Lovlie et al., 1996].

Viele der Personen mit einem UM Phinotyp weisen jedoch keine zusitzlichen funktionellen
CYP2D6 Genkopien auf, tragen somit also nur zwei CYP2D6 Gene. Bei vielen dieser duplika-
tionsnegativen Individuen konnte das Allele CYP2D6*35, das ebenfalls den -1584 C>G Po-
lymorphismus im regulatorischen Bereich trigt, nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,
dass die gesteigerte Transkriptionsrate durch diese Mutation fiir die hohere Enzymaktivitit

und somit fiir den UM Phénotyp verantwortlich ist [Levlie et al., 2001].
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Duplikation und Deletion des CYP2D6 Gens uber ungleiche
reziproke Rekombination

CYP-REP7 CYP-REP6
—1 CYP2D7 CYP2D6 R
—1 CYP2D7 F CYP2D6 F —
v
06kb  2,8kb 0,6kb  2,8kb

}

Deletion des CYP2D6 Gens (CYP2D6*5):

CYP-REP-DEL

—1 CYP2D7 -

!

Teil von CYP-REP6
Teil von CYP-REP7

Duplikation des CYP2D6 Gens:

CYP-REP-DUP

—1 CYP2D7 _ CYP2D6 CYP2D6 _ —

Teil von CYP-REP7
Teil von CYP-REP6

Abb. 2: ungleiche reziproke Rekombination am CYP2D6 Lokus: Erfolgt eine Rekombination zwischen dem
2,8kb Fragment der CYP-REP6 und CYP-REP7 Einheit, entsteht gleichzeitig eine Deletion des CYP2D6
Gens auf dem einen und eine Duplikation dieses Gens auf dem anderen Chromosom.
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2.4 Methadon

Methadon (6-Dimethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanonhydrochlorid), ein fettlosliches basi-
sches Medikament, ist ein synthetischer Antagonist fiir den p- bzw. 6-Opioid-Rezeptor und
ein starker Inhibitor der Serotonin- und Norepinephrin-Wiederaufnahme in die Neuronen. Es

wird zur Heroinsubstitution und Behandlung von chronischen Schmerzen verwendet [Fain-

e singer et al., 1993; Farrell et al., 1994].
@\ !.!,—CHz —CH;s Methadon besitzt ein asymmetrisches
/ Kohlenstoffatom™ in seiner Struktur (Abb.

C CHs

\ it / 3) und kann somit in zwei enantiomeren
CH: —CH—N
| \ Formen auftreten, dem (R)- bzw. levo- (I-)
CHs CHs
Methadon und (S)- bzw. dextro- (d-) Me-
thadon. Dabei besitzt (R)-Methadon eine

Abb. 3: Molekularstruktur von Methadon

hohere Affinitdt zum p- und 3-Opioid-Rezeptor und weist somit im Vergleich zu (S)- Metha-
don eine 10-50fach hohere schmerzstillende Aktivitat auf [Scott et al., 1948; Kristensen et al.,
1995]. Klinisch verwendet wird entweder L-Polamidon, das ausschlieBlich (R)-Methadon
enthélt oder rac-Methadon, eine 50:50 Mischung aus den beiden Enantiomeren.

Methadon weist eine groB3e interindividuelle Variabilitit in der Pharmakodynamik und Phar-
makokinetik auf [Wolff et al., 1991; Wolff et al., 1997]. Aus diesem Grund muss die Be-
handlung auf jeden Patienten individuell abgestimmt werden, insbesondere im Hinblick auf
die Dosierung und die Wahl der verabreichten Komedikation. Eine addquate Dosierung von
Methadon ist der Hauptfaktor fiir eine erfolgreiche Substitutionsbehandlung von heroinab-
hingigen Patienten (MMT = Methadone Maintenance Treatment) und liegt im Durchschnitt
zwischen 20 und 120 mg Methadon pro Tag [Dole und Nyswander, 1966; Johnson et al.,
2000; Strain et al., 1999; Caplehorn und Bell, 1991]. Des Weiteren findet man ebenfalls grof3e
Variationen fiir die Halbwertszeiten und Konzentration dieses Medikaments im Blut einzelner
Patienten. Die Eliminationshalbwertszeit von Methadon liegt zwischen 15 und 60 Stunden,
aber auch Werte geringer als 5 und hoher als 130 Stunden wurden bereits beobachtet [Sawe,
1986; Plummer et al., 1988; Lucas et al., 2001]. AuBlerdem kann der Spiegel von Methadon
im Blut bei Patienten mit gleicher Dosis bis zu 17fach variieren [Eap et al., 2002]. Das Alter,
Geschlecht und Gewicht der Individuen kann nur einen kleinen Teil der Varianz in der Phar-
makokinetik von Methadon erkldren. Es wird angenommen, dass diese Variationen neben der
Konstitution der Patienten bzw. umweltbedingten Faktoren auch zu einem Teil genetisch de-

terminiert sind. Im Rahmen dessen werden unter anderem Polymorphismen bei verschieden
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Plasmaproteinen, an die Methadon wihrend der Biotransformation bindet, wie das o;-AGP
(oy-acid glycoprotein) bzw. Membrantransportern, wie P-Glycoprotein diskutiert [Anggérd et
al., 1975; Eap et al., 1990; Bouér et al., 1999; Garrido et al., 2000; Eap et al., 2002]. Dennoch
ist die Eliminierung von Methadon hauptsédchlich von dessen Metabolisierung abhingig und
somit spielen wahrscheinlich Variationen in der Aktivitit der Methadon abbauenden Cytoch-
rom P450 Enzyme eine entscheidende Rolle bei der Variabilitidt der Pharmakokinetik dieses
Medikaments [Nilsson et al., 1982(1)].

Methadon wird in der Leber abgebaut. Dabei entsteht zum einen {iber N-Demethylierung das
pharmakologisch inaktive 2-Ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin (EDDP), das e-
benfalls in zwei enantiomeren Formen, dem (S)- und (R)-EDDP, auftritt. EDDP zyklisiert
anschlie3end spontan und wird iiber den Urin ausgeschieden [Sullivan und Due, 1973; Garri-
do und Troconiz, 1999]. Obwohl angenommen wird, dass EDDP der hauptsdchliche Metabo-
lit von Methadon ist, wurden bereits acht weitere Abbauprodukte identifiziert [Anggard et al.,
1975; Kreek et al., 1980; Kreek et al., 1983]. Die ausgeschiedene Menge an EDDP variiert
zwischen 17-57 % der verabreichten Dosis an Methadon. Somit wird ein Teil des Préparats
(43-83 %) nicht tiber die N-Demethylierung metabolisiert [Anggérd et al., 1975].

Es wurden bis jetzt sieben verschiedene Cytochrom P450 Enzyme entdeckt, die in der Lage
sind, Methadon zu metabolisieren: CYP1A2 [Eap et al., 1997], CYP2B6 [Gerber et al., 2004],
CYP2C8 [Wang und DeVane, 2003], CYP2C9 [Foster et al., 1999], CYP2C19 [Foster et al.,
1999], CYP2D6 [Eap et al., 1997] und CYP3A4 [Iribarne et al., 1996; Foster et al., 1999].
Einige dieser Enzyme zeigen eine unterschiedliche Aktivitdt im Abbau der beiden Enantiome-
ren. So metabolisiert Beispielsweise CYP2B6 hauptséchlich (S)- und CYP2C19 bevorzugt
(R)-Methadon [Gerber et al., 2004; Kharasch et al., 2004; Totah et al., 2007]. AuB3erdem zei-
gen nicht alle Enzyme die gleiche Aktivitdt gegeniiber Methadon und sind auch somit nicht
gleichermallen an dessen Metabolismus beteiligt. Das pridominante Cytochrom P450 Enzym
im Abbau von Methadon scheint CYP3A4 zu sein, welches neben CYP2B6 und CYP2C19
die N-Demethylierung zu EDDP katalysiert [Foster et al., 1999; Oda et al., 2001; Eap et al.,
2002; Gerber et al., 2004]. In der europdischen Bevolkerung wurde eine 5-20fache Schwan-
kung in der CYP3A4 Aktivitit beobachtet, was moglicherweise den Unterschied in der ausge-
schiedenen Menge von EDDP im Urin und zumindest einen Teil der hohen Variabilitdt der
Pharmakokinetik von Methadon erkldren konnte [Wilkinson, 1996]. Diese Variationen in der
Enzymaktivitit konnen jedoch im Fall von CYP3A4 sowie CYP1A2 nicht durch Poly-
morphismen in den dazugehdrigen Genen erklart werden [Schweikl et al., 1993; Ketter et al.,
1995].
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Im Gegensatz dazu sind bei den Genen der Cytochrom P450 Enzyme CYP2C9, CYP2C19
und CYP2D6 (siehe 2.3.1.2) Polymorphismen bekannt, die deren Funktion nachweislich be-
einflussen [Eichelbaum, 1984; Kiipfer und Preisig, 1984; Stubbins et al., 1996]. In verschie-
denen in vivo Studien wurde bereits nachgewiesen, dass CYP2D6 nicht nur mit Methadon
interagiert sondern auch am stercoselektiven Metabolismus von (R)-Methadon beteiligt ist,
dabei jedoch eine geringere Rolle als CYP3A4 einnimmt. So hemmt Methadon zum Beispiel
zweil typische metabolische Wege von CYP2D6, die Demethylierung von Codein und
Dextromethorphan [Mikus et al., 1991; Wu et al., 1993; Kerry et al., 1994]. Dariiber hinaus
steigern CYP2D6 Inhibitoren, wie Paroxetin, Quinidin oder Fluoxetin die (R)-Methadon Kon-
zentration im Blut [Eap et al., 1997; Greenblatt et al., 1999; Begre et al., 2002; Eap et al.,
2002]. AuBerdem konnte bei einer Inkubation von Methadon mit CYP2D6 eine favorisierte
Verringerung der (R)-Methadon Konzentration nachgewiesen werden, wobei allerdings kein
EDDP gebildet wurde. Dies weist zum einen darauf hin, dass CYP2D6 bevorzugt (R)-
Methadon metabolisiert und zum anderen, dass es nicht an der Bildung von EDDP beteiligt

ist, sondern ein anderes, bisher nicht bekanntes Abbauprodukt bildet [Eap et al., 2002].

2.5 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, in wie weit die hdufigsten Polymorphis-
men im CYP2D6 Gen den Metabolismus und somit die Dosierung bzw. den Plasmaspiegel
von Methadon bei einer Langzeittherapie beeinflussen. Um diesen moglichen Einfluss zu un-
tersuchen wurden 96 Patienten, die im Rahmen eines Substitutionsprogramms Methadon er-
hielten, genotypisiert. Dazu wurden die Nullallele CYP2D6*3, *4, *5 und *6, die Duplikation
des Gens und die Mutation im regulatorischen Bereich -1584C>G nachgewiesen und die Me-
thadonspiegel im Blut bestimmt. Auflerdem sollte iiber einen Vergleich mit einer Referenz-
gruppe von 103 Personen festgestellt werden, ob sich Unterschiede in den Allelhdufigkeiten

im Gen fiir CYP2D6 zwischen den beiden Personengruppen zeigen.
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3 Material

3.1 Abklirzungen

A Angstrém

o1-AGP al-acid glykoprotein (a1 saures Glykoprotein)
AS-PCR allele-specific PCR (Allelspezifische PCR)

bp Basenpaar

BMI body mass index

CAR constitutive androstane receptor

CCD charge couple device

CYP Cytochrom P450

dATP Desoxyadenosin-5'-triphosphat

dCTP Desoxycytosin-5'-triphosphat

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5'-triphosphat

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dTTP Desoxythymidin-5'-triphosphat

EDDP 2-Ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin
EM extensive metabolizer

EtOH Ethanol

MMT methadone maintenance treatment

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
NNRTI non nucleoside reverse transcriptase inhibitor

(nicht-nukleosidale Reverse-Transkriptase-Hemmer)
NRTI nucleoside reverse transcriptase inhibitor

(nukleosidaler Reverse-Transkriptase-Hemmer)

PCR polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
P-Gp Permeabilitatsglykoprotein

PM poor metabolizer

POP performance optimized polymer

PXR pregnane X receptor
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RFLP restriction fragment length polymorphism
(Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus)

SNP single nucleotide polymorphism

SSCP single-strand conformation polymorphism

Ta Anlagerungstemperatur

Twm Schmelztemperatur

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TGGE/DGGE temperature or denaturing gradient gel electrophoresis

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TSR template suppression reagent

UM ultra rapid metabolizer

wit Wildtyp

3.2 Gerate

e Thermocycler

e Zentrifugen

e Kapillargerat

e Real-Time PCR System

e Digitalkamera

GeneAmp® PCR System 9600, Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA

GeneAmp® PCR System 2400, Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA

GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA

Hettich Zentrifuge EBA 12, Andreas Hettich GmbH u.
Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf Zentrifuge 5415D, Eppendorf AG, Hamburg
Biofuge 22 R, Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland
ABI™ 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA

ABI Prism 7300 Real Time PCR System, Applied
Biosystems, PE Corporation, Foster City, CA

Nikon coolprix 5400, Nikon GmbH Dusseldorf
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3.3 Chemikalien

e 10x PCR Buffer Il

e 310 Genetic Analyzer POP-4™

e 310 Genetic Analyzer POP-6™

e Analytical Grade Chelex® 100 Resin
e Aqua ad iniectabilia Braun

e Biozym Agarose, Small DNA

e Chloroform

e dNTP (Li-salt, L00mM)

e Ethanol

e Ethidiumbromid

e Fluorescent Amidite Matrix Standards

e Formamid (Ultra Pure Grade)
e GeneScan®-500 [TAMRA] Size Standard

e Loading Buffer

e MgClI; Solution (25mM)

e Phenol

e Seakam® LE Agarose

e Tris/Acetic Acid/EDTA Buffer (TBE) 50x
e TSR-Puffer

Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Bio-Rad Laboratories, Kalifornien

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Biozym, Oldendorf, Deutschland
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Kalifornien
Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Amresco, Ohio

Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

Q-Biogen, Illkirchen

FMC Bio Products, Rockland
Bio-Rad Laboratories, Kalifornien
Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA
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3.4 Verbrauchsmaterial

e Polaroid-Sofortbildfilme Typ 667 Polaroid, Cambridge, USA

3.5 Verwendete , Kits*

e CentrieSep™
e GeneAmp® XL PCR Kit

e QlAamp® DNA Mini Kit
e QIAquick® PCR Purifikation Kit
e BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

e TagMan® Universal PCR Master Mix

e Quantifiler Human DNA Quantification Kit

3.6 Verwendete Software

Princeton Separations, Adelphia
Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA
Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA
Applied Biosystems, PE
Corporation, Foster City, CA

e Genotyper 3.7 Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

e GenScan 3.7 Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA

e Sequencing Analyses 3.4.1 Applied Biosystems, PE Corporation,
Foster City, CA
e SPSS 14.0 und 15.0 fur Windows SPSS Inc., Chicago
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3.7 Enzyme

3.7.1 Restriktionsenzyme

BstNI (10 U/ul)
10 x Reaktionspuffer 4 (NEBuffer)
100 X BSA
Temperatur: 60°C
Schnittstelle: CC/AGG bzw. CC/TGG
Hersteller: New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland

Btsl (10 U/ul)
10 x Reaktionspuffer 4 (NEBuffer)
100 x BSA
Temperatur: 37°C
Schnittstelle: GCAGTGNN/
Hersteller: New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland

3.7.2 Weitere verwendete Enzyme

Proteinase K Qbiogene, Carlsbad, USA
Ampli Tag Gold™ (5U/ul)  Applied Biosystems/Roche, Branchburg, USA

3.8 Langenstandard

e DNA-Léangenstandard XIII (50-Basenpaarleiter) Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg, Germany

e DNA-Léangenstandard XVII (500-Basenpaarleiter) Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg, Germany
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3.9 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Applied Biosystems, PE Corporation, Foster Ci-
ty, CA bzw. MWG-Biotech GmbH, Ebersberg, Deutschland synthetisiert

3.9.1 Oligonukleotide fur Fragmentlangenanalysen

Name Sequenz
1707Tdelf | 6-FAM-5’-GTG GAT GGT GGG GCT AAT GCC TT-3’ [Wang etal., 1999]|  Ta165°C
1707Tdelr 5-GCT TTG TGC CCT TCT GCC CAT CA-3’ F“:”Sgéz,' ;sr?'t,/lp
2549Adelf HEX-5’-TGA CCC AGC TGG ATG AGC TGC T-3’ Ta: 69°C
2549Adelr 5'-CAT ACT CGG GAC AGA ACG GGG T-3’ F'\;”S’ff,' ;@“b”p

Tabelle 3: Name und Sequenz, der zum Nachweis der Mutationen 2549Adel (CYP2D6*3) bzw. 1707 Tdel
(CYP2D6%*6) verwendeten Oligonukleotide, sowie die Anlagerungstemperatur (Ta), MgCl,.
Konzentration (MgCl,) der jeweiligen Primerpaar-Kombinationen und die Fragmentlange (F)
der daraus resultierenden Amplifikate

3.9.2 Oligonukleotide flr Allelspezifische PCRs

Name Sequenz

1846Gf 6-FAM-5-TTA CCC GCA TCT CCC ACC CCC AG-3’ Ta: 68 °C

, , MgCl,: 0,7 mM

1846Af HEX-5-TTA CCC GCA TCT CCC ACC CCC AA-3 dNTP: 80 M
1846GAr 5’-CAG AGA CTC CTC GGT CTC TCG CT-3’ [Wang et al., 1999] F: 213 bp
-1584Cr 6-FAM-5’-CCA GCT AAT TTT GTATTT TTT GTA GAG ACC G-3’ Ta: 68 °C

, , MgCly: 1 mM

-1584Gr ROX-5’-CCAGCT AATTTTGTATTT TTT GTA GAG ACC C-3 dNTP: 80 UM
-1584CGf | 5’-GCA GCT GCC ATA CAA TCC ACC TG-3’ [Gaedigk et al., 2003(1)] F: 278 bp

Tabelle 4: Name und Sequenz, der zum Nachweis der Mutationen 1846G>A, (CYP2D6*4) und -1584C>G
verwendeten Oligonukleotide, sowie die Anlagerungstemperatur (T,), MgCl,-Konzentration (MgCl,),
dNTP-Konzentration (ANTP) der jeweiligen Primerpaar-Kombinationen und die Fragmentlénge (F)
der daraus resultierenden Amplifikate
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Bedingungen fiir eine Multiplex-PCR mit den Oligonukleotiden 1707Tdelf, 1707Tdelr,
2549Adelf, 2549Adelr, 1846Gf, 1846Af, 1846GAr, -1584Cr, -1584Gr, -1584CGf

Anlagerungstemperatur: 68 °C
MgCl,-Konzentration: 1,2 mM
dNTP-Konzentration: 80 uM

3.9.3 Oligonukleotide fur Sequenzierung bzw. Restriktionsverdau

Name Sequenz
1707Tdelf 6-FAM-5"-GTG GAT GGT GGG GCT AAT GCC TT-3’ [Wang et al., 1999] Ta:65°C
1846GAr 5’-CAG AGA CTC CTC GGT CTC TCG CT-3" [Wang et al., 1999] Mlgzcizé;brgM
-1584CGf 5’-GCA GCT GCC ATA CAA TCC ACC TG-3’ [Gaedigk et al., 2003(1)] Ta: 67 °C
-1584CGr | 5-GTG GCT CCC CTC CAT TGT GCA AT -3’ [Gaedigk et al., 2003(1)] Mgcézol t;F) M

Tabelle 5: Name und Sequenz, der zum Nachweis der Mutation 1846G>A (CYP2D6*4) (iber Restriktionsverdau
und -1584C>G uber Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide, sowie die Anlagerungstemperatur (Tp),
MgCl,-Konzentration (MgCl,) der jeweiligen Primerpaar-Kombinationen und die Fragmentlange (F) der
daraus resultierenden Amplifikate

3.9.4 Oligonukleotide fur XL-PCRs

Name Sequenz
CYP-REP7f |5-CCT CAG GGATGC TGC TGT CTG-3 Ta:61°C
Mg(OACc),: 0,8 mM
CYP-REP6r |5-GAC AGT TTC ACT CTT GTT GAC CA-3 F:15kb /2.7 kb
2D6duplf 5’-TCC CCC ACT GAC CCA ACT CT-3’ [Lavlie et al., 1996] Ta:64°C
Mg(OAC),: 01 mM
2D6duplr 5-GGC GTT TCATACTTATCA CCC AG-3 F:4,7kb/3,1kb

Tabelle 6: Name und Sequenz der zum Nachweis der Deletion (CYP2D6*5) bzw. Duplikation des CYP2D6 Gens
verwendeten Oligonukleotide, sowie die Anlagerungstemperatur (T ), Mg(OAc),-Konzentration
(Mg(OAC),) der jeweiligen Primerpaar-Kombinationen und die Fragmentlange (F) der daraus resultierenden
Amplifikate
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3.9.5 Oligonukleotide fur Real-Time PCR

Name Sequenz

Bedingungen

2D6ex9f3 5-CTT CAC CTC CCT GCT GCA G-3’ [Schaeffeler et al., 2003]

2D6ex9r3 5’-TCA CCA GGA AAG CAA AGA CA-3’ [Schaeffeler et al., 2003]

6-FAM-5’-CCG GCC CAG CCA CCA TGG-3’-TAMRA

2D6ex3probe [Schaeffeler et al., 2003]

F:89 bp

Tabelle 7: Name und Sequenz, der zum Nachweis der Kopienzahl des CYP2D6 Gens uiber Real-Time PCR
verwendeten Oligonukleotide und TagMan-Sonde, sowie die Fragmentlange des daraus resultierenden

Amplifikats

3.10 Untersuchungskollektiv

Anonymisierte EDTA-Blutproben von 43 weiblichen und 53 mannlichen Patienten, die im

Rahmen eines Substitutionsprogramms rac-Methadon (1 %ige Losung; w/v) bzw. L-Polami-

don (0,5 %ige Losung; w/v) erhalten. Als Daten erhielten wir die tdgliche Dosis an Methadon

der jeweiligen Patienten sowie KorpergroRe und -gewicht.

Als Referenzgruppe wurden 103 anonymisierte Blutproben, die im Rahmen verschiedener

Trinkversuche im Institut flr Rechtsmedizin der Universitdt Munchen auf freiwilliger Basis

entnommen wurden, verwendet.
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4 Methoden

4.1 Praparation von ,,Buffy Coat"

Der ,,Buffy Coat“ ist ein Lymphozytenkonzentrat, welches man nach dem Abzentrifugieren
von Vollblut erhdlt und 5 bis 10mal mehr DNA als das entsprechende VVolumen an Vollblut
enthélt.

Um ,,.Buffy Coat* aus Vollblut zu gewinnen wurde das Blut fir 10 Minuten bei 2.500 g und
Raumtemperatur zentrifugiert (Biofuge 22R). Die mittlere der drei Phasen (,,Buffy Coat")

wurde abgenommen und zur DNA-Isolierung verwendet.

4.2 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung der DNA wurden verschiedene Methoden eingesetzt. Ausschlaggebend bei der
Wahl der Isolierungsmethode waren die spatere Verwendung und der Zustand des Ausgangs-
materials (Blut). Um eine PCR durchzufuhren, bei der Fragmente von 2kb und grélier ampli-
fiziert werden sollen, bendtigt man hochmolekulare DNA. Diese wurde entweder (ber eine
Isolierung mit dem QlAamp® DNA Mini Kit oder tber eine Phenol-Chloroform-Extraktion
erhalten. Dabei wurde die Phenol-Chloroform-Extraktion nur bei Blut durchgefuhrt, dass be-
reits stark agglutiniert war und wo keine Mdglichkeit mehr bestand, Buffy Coat zu préparie-
ren. Bei der Amplifikation von kleinen DNA-Fragmenten, wie bei der spater beschriebenen
Multiplex-PCR oder bei der Quantifizierung der DNA und CYP2D6 uber Real Time PCR
stellte sich im Laufe der Versuche heraus, dass der Einsatz von niedermolekularer DNA bes-
sere und genauere Ergebnisse erbrachte. Deshalb wurde fur diese Versuche die DNA mittels

der Chelex-Methode isoliert, bei der man Fragmente von 500 bis 2.000 Basenpaaren erhélt.
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4.2.1 DNA-Isolierung mittels Chelex

Diese DNA Extraktion nach Walsh et al. 1991 beruht auf dem Prinzip von Chelatkomplexen.
Das Styrolharz Chelex® 100 dient hierbei als Chelator mit hoher Affinitat zu polyvalenten
Kationen. Durch die Zugabe der Chelex-Ldsung sollen vor allem zweiwertige Kationen ent-
fernt werden, die sich storend auf die anschlieRende PCR-Reaktion auswirken kénnten.

Um das Probenmaterial zu waschen, wurde zu 10ul Vollblut 1ml aqua bidest. gegeben,
grandlich gemischt und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
der Ansatz bei 13.000 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415D), der
Uberstand abgenommen und verworfen. Zu dem Zellsediment wurden 300 pl Chelex-Lésung
und 10 ul Proteinase K (25 mM) zugegeben und der Ansatz ausgiebig gemischt. Bei einer
Inkubation fur 15 Minuten bei 56 °C erfolgte der Verdau der Proteine (Zellmembran und
Histone) durch die Proteinase K. AnschlieBend wurde der Ansatz gemischt und bei 100 °C fir
8 Minuten inkubiert, um die Proteinase K zu deaktivieren und die tbrigen Zellbestandteile zu
denaturieren, bzw. die DNA schlieBlich freizusetzen. Um das Styrolharz Chelex mit den ge-
bundenen Kationen und stérende Zelltrimmer zu sedimentieren, folgte eine abschlieRende
Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 5 Minuten (Eppendorf Zentrifuge 5415D). Die im Uber-
stand enthaltene DNA konnte anschlielend direkt in die PCR eingesetzt werden. Bis zum
Gebrauch wurde die DNA bei 4 °C oder bei -20 °C aufbewahrt

Chelex-L6sung: 5 % Chelex (w / v)
pH-Wert des Chelexharzes: im basischen Bereich (pH 10-11)

4.2.2 DNA-Isolierung mittels Phenol Chloroform

Diese Methode der DNA-Isolierung eignet sich, um aus grofen Mengen Probenmaterials
hochmolekulare DNA zu isolieren.

1 ml Vollblut wurden mit 2 ml Lyse-Mix-Puffer und 100 pl Proteinase K (25 mM) versetzt
und Uber Nacht bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschliefend wurden 2 ml Phenol zuge-
geben, um die Proteine von der DNA zu trennen. Der Ansatz wurde im Uberkopfschiittler fiir
10 Minuten durch Rotation gemischt und danach 8 Minuten bei 4.000 g zentrifugiert (Biofuge

22R). Die oberste, wéssrige Phase wurde in ein neues Gefal3 tberfihrt mit 1 ml Phenol und



Methoden 29

1 ml Chloroform versetz, wiederum 10 Minuten gemischt und fir 8 Minuten bei 4.000 g
zentrifugiert (Biofuge 22R). Dieser Schritt wurde einmal wiederholt und anschlieend dem
Uberstand 2 ml Chloroform zugegeben, um Riickstande von Phenol zu entfernen. Nach erneu-
ter 10-min(tiger Rotation und Zentrifugation (8 Minuten, 4.000 g, Biofuge 22R) wurde die
obere wassrige Phase abgenommen mit 5 ml 70 % EtOH versetzt und bei 4 °C fiir mindestens
30 Minuten inkubiert, um die DNA zu prazipitieren. Es folgte eine Zentrifugation bei Raum-
temperatur fir 8 Minuten bei 8.000 rpm (Eppendorf Zentrifuge 5415D). Der Uberstand wurde
abgenommen, das DNA enthaltende Sediment Gber Nacht luftgetrocknet und in 100 pl aqua
bidest. gelost.

Lyse-Mix-Puffer: 1 M Tris/HCI pH 7,6
0,5 M EDTA
5M NaCl
10 % SDS

20 mg/ml Proteinase K

4.2.3 DNA-Isolierung mittels QlAamp ® DNA Mini Kit

Bei dieser Methode erfolgte die Isolierung von hochmolekularer DNA im Mal3stab von bis zu
15-25 ug aus 200 pl Buffy Coat. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstel-

lers.

4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR (,,polymerase chain reaction*) kann ein DNA-Abschnitt exponentiell amplifiziert
werden. Dabei bestimmen zwei spezifische Oligonukleotide (Primer), die komplementér zum
5’-bzw. 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts sind, die beiden Enden des resul-
tierenden Fragments. Primer sind noétig, damit die hitzestabile Tag-Polymerase die DNA-
Synthese starten kann, da eine DNA-Polymerase freie 3’-OH-Gruppen benétigt. Die PCR
lauft in drei sich wiederholenden Schritten, der Denaturierung, der Anlagerung und der Ex-

tension ab. Bei der Denaturierung wird die doppelstrangige Matrizen-DNA bei 94 bzw. 95 °C
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in Einzelstrange getrennt, danach folgt die Anlagerung der Oligonukleotid-Primer bei deren
spezifischer Anlagerungstemperatur (Annealingtemperatur) an die komplementére Matrizen-
sequenz. Die Anlagerungstemperatur eines Primers liegt meist bei 3 bis 5 °C unter seiner
Schmelztemperatur (T,), die nach der Wallace-Regel [Wallace et al., 1979] wie folgt berech-

net wird:

Tm =2 °C X (A+T) + 4 °C X (G+C)

Die angelagerten Primer werden schlieBlich bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der Tag-
Polymerase, verlangert.

Nach jedem vollendeten Zyklus dienen die neu entstandenen DNA-Molekiile in der néchsten
Runde ebenfalls als Matrize, dadurch kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation. Die
Anlagerung der Primer ist ebenfalls von der Mg?*-Konzentration im Reaktionsansatz abhan-
gig. Deshalb ist es wichtig, fur jedes Primerpaar die Anlagerungstemperatur und die optimale
Mgz+-Konzentration auszutesten.

In der vorliegenden Arbeit wurden Reaktionsansatze von 25 pl erstellt. Hierfir wurden
500 pg bis 1 ng DNA, je 5 pmol der beiden Primer, 10 x Reaktionspuffer, 10 x dNTP-L&sung,
die entsprechende Menge an MgCl, und 1,25 U Ampli Tag Gold ™ angesetzt und mit aqua
bidest. auf ein Volumen von 25 pl eingestellt.

Da es sich bei der hier verwendeten Ampli Tag Gold 7 um eine chemisch modifiziertes Tag-
Inhibitor-Gemisch (Hot Start Polymerase) handelt, dessen Aktivierung erst mit der thermi-
schen Zerstorung der Tag-Inhibitorbindung beginnt, musste der initiale Denaturierungsschritt
der PCR auf 12 Minuten verlangert werden.

Der Thermocycler wurde dann auf die nétigen Bedingungen eingestellt.

Grundschema:

1x 94/95°C (12 min
Tabelle 8: Grundschema der PCR-Bedingungen; T, ist

94 /95 °C |30 sec dabei die Anlagerungstemperatur fiir die Oli-
gonukleotid-Primer, die bei der niedrigeren
25-35X | Ta 30/45 sec berechneten Temperatur der beiden Primer
liegt.
72 °C 30 sec pro 500 bp

1x 72 °C 10 min
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Fur die in dieser Arbeit verwendeten Primerpaarkombinationen wurden folgende Bedingun-

gen gewahlt:

1707Tdelf u. 1707Tdelr |1707Tdelf u. 1846GAr | 2549Adelf u. 2549Adelr
Anfangsdenaturierung 94°C 12 min 94°C 12 min 94 °C 12 min
Denaturierung 94 °C 30sec 94 °C 30 sec 94 °C 30 sec
Annealing 65°C 45sec [35X |65°C 45sec |35X |69 °C 45 sec 35X
Extension 72°C 45sec 72°C 45sec 72 °C 45 sec
Endextension 72°C 10 min 72°C 10 min 72 °C 10min

Tabelle 9: PCR-Bedingungen fiir die Primerpaarkombinationen 1707Tdelf und 1707 Tdelr, 1707Tdelf und
1846GAr bzw. 2549Adelf und 2549Adelr

-1584CGf u.1584CGr

Anfangsdenaturierung {94 °C 12 min
Denaturierung 94°C 30sec
Annealing 67 °C 45sec 35 x
Extension 72°C 45sec
Endextension 72°C 10 min
10 x dNTP-Mischung: 2 mM dATP

2mM dCTP

2 mM dGTP

2mMdTTP

Tabelle 10: PCR-Bedingungen fir die
Primerpaarkombinationen
-1584CGf und -1584CGr

Die Oligonukleotide wurden in aqua bidest. geldst.
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4.3.1 Allelspezifische PCR (AS-PCR)

Bei dieser Methode handelt es sich um die selektive PCR Amplifikation eines Allels, um ein-
zelne Basenaustausche (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) zu detektieren. Dies wird
erreicht mit Oligonukleotid-Primer, die spezifisch fur die Wildtypsequenz bzw. die mutierte
Sequenz sind. Dabei bestimmt die letzte oder vorletzte Base am 3’-Ende des jeweiligen Vor-
warts- oder Ruckwartsprimer die Spezifitat. Die hier verwendete Ampli Taq Gold ™ ist unter
entsprechend stringenten Bedingungen, aufgrund der mangelnden 3’-5" Exonukleaseaktivitét
nicht in der Lage, bei einer Fehlpaarung das Amplifkat bzw. den Oligonukleotid-Primer zu
verlangern. Somit entsteht, bei einer nicht passenden Base am 3’-Ende des Primers kein
Amplifikat. In den meisten Fallen reicht es aus neben der Anlagerungstemperatur die Mg?*-
Konzentration und dNTP-Konzentration zu optimieren, um eine spezifische Bindung der ver-
schiedenen Primerpaarkombinationen zu erreichen. Um die Spezifitat weiter zu steigern, kann
dartiber hinaus eine Titration der Oligonukleotid-Primer-, Tag-Polymerase- und DNA-
Konzentration hilfreich sein. Auch die Zugabe eines weiteren Primerpaares oder Formamid
kann die Stringenz erhéhen [Sommer et al., 1992; Bottema et al., 1993; Bottema und Som-
mer, 1993]. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bestimmung der Spezifitit die letzte Base
am 3’-Ende gewahlt und Reaktionsansatze von 25 pul erstellt. Hierftr wurden 500 pg bis 1 ng
DNA, je 5 pmol der Primer, 10 x Reaktionspuffer, die entsprechende Menge an dNTP und
MgCl, und 1,25 U Ampli Taq Gold 7™ angesetzt und mit aqua bidest. auf ein Volumen von 25
upl eingestellt.

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Primerpaarkombinationen der AS-PCR wurden folgende

Bedingungen gewahlt:

1846Gf, 1846Af -1584Cr, -1584Gr
und 1846GAr und -1584CGf
Anfangsdenaturierung {94 °C 12 min 94 °C 12 min
Denaturierung 94 °C 30sec 94 °C 30 sec
Annealing 65°C 45sec |39X 65 °C 45 sec 35 X
Extension 72°C 45sec 72°C 45sec
Endextension 72°C 10 min 72°C 10 min

Tabelle 11: PCR-Bedingungen fur die Primerpaarkombinationen 1846Gf, 1846Af u. 1846GAr und -1584Cr,
-1584Gr und -1584CGf
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4.3.2 Multiplex-PCR

Die Multiplex-PCR ist eine material-und zeitsparende Methode zur simultanen Amplifikation
mehrer PCR Ziele in einem Reaktionsansatz. Hierflir werden mehrerer Primerpaare mit unter-
schiedlicher Fluoreszenzmarkierung eingesetzt. Bei der Etablierung einer Multiplex-PCR ist
besonders auf ein sorgfaltiges Primerdesign zu achten. Neben der Optimierung der Annea-
lingtemperatur und MgCl,-Konzentration mussen bei einer Multiplex-PCR ebenfalls die Oli-
gonukleotid-Primer-Konzentrationen aufeinander abgestimmt werden, um eine Amplifikation
aller Fragmente mit gleicher bzw. &hnlicher Intensitat zu gewahrleisten.

In der vorliegenden Arbeit wurden Oligonukleotid-Primer fiir zwei Standard-PCRs und zwei
AS-PCR miteinander kombiniert. Aus diesem Grund musste bei der Optimierung der PCR-
Bedingungen ebenfalls auf eine hohe Stringenz geachtet werden. Neben den Oligonukleotid-
Primer-Konzentrationen wurden die Annealingtemperatur, die Mg?**-Konzentration und
dNTP-Konzentration optimiert. Es wurden Reaktionsansatze von 25 pl erstellt. Hierfiir wur-
den 500 pg bis 1 ng DNA, 10 x Reaktionspuffer, 2,5 pl Primermix (Zusammensetzung siehe
Tabelle 12), 1 pl der 10 x dNTP-L6sung (80 uM pro dNTP), 1,2 mM MgCl, und 1,25 U

Ampli Taq Gold ™ angesetzt und mit aqua bidest. auf ein Volumen von 25 pul eingestellt.

Primer Konzentration der Primer
im Primermix
-1584Cr 3 uM
-1584Gr 3 uM
-1584CGf 4 uM
L707Tdelt 275 UM Tabelle 12: Konzentrationen der einzelnen
1707Tdelr 2,75 uM Oligonukleotid-Primer
1846Gf 1uM
1846Af 1,25 uM
1846GAr 1uM
2549Adelf 1,75 uM
2549Adelr 1,75 uM
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Fur die in dieser Arbeit verwendete Primerpaarkombination der Multiplex-PCR wurden fol-

gende Bedingungen gewahlt:

-1584Cr, -1584Gr, -1584CGf, 1707Tdelf,
1707Tdelr, 1846Gf, 1846Af, 1846GAr,
2549Adelf u. 2549Adelr

Anfangsdenaturierung |94 °C 12 min

Denaturierung 94 °C 30sec
Annealing 68 °C 45 sec 32 x
Extension 72°C 20sec
Endextension 60 °C 60 min

Tabelle 13: PCR-Bedingungen fiir die Primerpaarkombinationen -1584Cr, -1584Gr, -1584CGf, 1707 Tdelf,
1707Tdelr, 1846Gf, 1846Af, 1846GAr, 2549Adelf u. 2549Adelr

4.3.3 PCR von langen Fragmenten (XL-PCR) mittels
GeneAmp® XL PCR Kit

Bei einer Standard-PCR kodnnen bis zu etwa 3 kb lange DNA-Fragmente amplifiziert werden.
Mit Hilfe bestimmter Polymerasen, weiterer Additive in der PCR-Reaktion und optimalen
Bedingungen kdnnen aber auch Fragmente mit einer Lange von uber 20-40 kb vervielfaltigt
werden. Um eine Amplifikation langer Fragmente zu erreichen, wird meist ein Gemisch aus
zwei verschiedenen thermostabilen Polymerasen eingesetzt. Flr eine hohe Prozessivitét sorgt
eine Polymerase ohne 3’-5" Exonukleaseaktivitat (Korrekturleseaktivitét, proofreading activi-
ty), wie zum Beispiel die Tag-Polymerase. Da die Effektivitat einer PCR bei Fehlpaarung
(Einbau einer nicht korrekten Base) drastisch sinkt wird dem Reaktionsgemisch eine zweite
Polymerase mit Korrekturleseaktivitat in geringerer Konzentration zugesetzt, damit die Reak-
tion problemlos fortlaufen kann. Fir eine effiziente PCR von langen Fragmenten ben6tigt
man darlber hinaus hochmolekulare und qualitativ hochwertige DNA.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Amplifikation von Fragmenten mit 3 und mehr kb der
GeneAmp® XL PCR Kit verwendet. Hierflr wurden 1ug DNA, je 5 pmol der Primer, die ent-
sprechende Menge Mg(OAc),, 3,3 x XL Buffer I, 800 uM GeneAmp 10 mM dNTP Blend
(200 uM pro dNTP) und 1 U rTth DNA Polymerase, XL verwendet und die Reaktionsgemi-

sche der verschiedenen PCRs genau nach den Angaben des Herstellers erstellt.
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Fur die in dieser Arbeit verwendeten Primerpaarkombinationen zur Amplifikation von langen

Fragmenten wurden folgende Bedingungen gewahlt:

2D6duplf und 2D6duplr

CYP-REP7f und CYP-REP6r

Anfangsdenaturierung

94 °C 1min

94 °C 1min

Denaturierung

94 °C 15sec

94 °C 15sec

Annealing 64°C 45sec [30X 61°C 45sec |30Xx
Extension 68 °C 5 min 68 °C 10 min
Endextension 72 °C 10 min 72 °C 10 min

Tabelle 14: PCR-Bedingungen fur die Primerpaarkombinationen 2D6duplf u. 2D6duplr und
CYP-REP7f und CYP-REP6r

4.4 Sequenzierunq

4.4.1 Aufreinigung von PCR-Produkten mittels QIAquick®

PCRPurifikation Kit

Um eine ausreichende Menge an der zu sequenzierenden DNA zu erhalten, werden die ent-

sprechenden DNA-Fragmente im Vorfeld amplifiziert. Erfolgt dies durch eine PCR miissen

anschlieBend utberschiissige Oligonukleotid-Primer, Nukleotide, Polymerasen und Salze ent-

fernt werden. In der vorliegenden Arbeit erfolgte dies mittels dem QIAquick® PCR Purifika-

tion Kit. Das Prinzip dieser Reinigung beruht auf selektive Bindungseigenschaften von Sili-

kamembranen. Die DNA bindet in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an die Membran,

wahrend andere Komponenten die Membran passieren.

Die Durchfliihrung der Reinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die so gerei-

nigten Fragmente wurden bei -20 °C gelagert.



Methoden 36

4.4.2 Sequenzierung mittels BigDye ® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

Die verwendete DNA-Sequenzierungsmethode basiert auf dem Prinzip des Kettenabruch-
Verfahrens nach Sanger et al. (1977). Dabei wird ausgenutzt, dass bei der Neusynthese eines
DNA-Stranges von einer festgelegten Primer-Stelle ausgegangen wird, das Ende jedoch nicht
definiert ist. Als Substrate fir die DNA-Polymerase werden dann sowohl dNTP als auch Di-
desoxynukleotide (ddNTP) eingesetzt. Durch den Einbau eines ddNTP stoppt die Reaktion
und es kommt zu einem Kettenabbruch, da wegen der fehlenden 3’-OH-Gruppe kein weiteres
Nukleotid angefugt werden kann. Somit entstehen unterschiedlich lange DNA-Fragmente,
deren Enden durch das eingebaute, zum Abbruch fihrende ddNTP bestimmt werden. Werden
diese Fragmente mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, lassen sie sich bei einer elektropho-
retischen Auftrennung durch einen Laser detektieren. Anhand der Laufreihenfolge kann man
anschlieBend die zugrunde liegende Sequenz bestimmen. Es gibt zwei Mdglichkeiten die
Fragmente zu markieren. Der Farbstoff kann entweder an die ddNTP oder an das 5'-Ende des
jeweiligen Oligonukleotid-Primers gekoppelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sequenzierung mittels dem BigDye ® Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit, der unterschiedlich fluoreszenzmarkierte ddNTP enthélt, durchgefiihrt.
Fur die Sequenzierung des -1584 C>G Polymorphismus wurde der Primer -1584CGf und fir
die Deletion des Adenins an Position 2549 (CYP2D6*3) der Primer 2549Adelr verwendet.
Der Reaktionsansatz wurde nach Angaben des Herstellers erstellt, wobei 2 pl der gereinigten
PCR-Produkte und 2 ul des entsprechenden Primer (Endkonzentration 0,2 uM) eingesetzt

wurden.

Bedingungen flr die Sequenzierreaktion:

-1584CGf bzw. 2549Adelr

Anfangsdenaturierung |96 °C 1 min

: o Tabelle 15: PCR-Bedingungen der Sequenzierreaktion
Denaturierung 96 °C 10sec fiir den -1584CGf bzw. 2549Adelr Primer

Annealing 55°C 10sec 25 x

Extension 60 °C 2 min
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4.4.3 Aufreinigung der Sequenzierprodukte mittels
CentrieSep™

Bevor die Sequenzierprodukte mittels Kapillarelektrophorese analysiert werden kénnen, mis-
sen Uberschissige ddNTP, dNTP, Oligonukleotid-Primer und Polymerase aus dem Ansatz
entfernt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Reinigung mittels CentrieSep™
durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf Gelfiltration, wobei ein unlésliches, aber
stark hydratisierendes Polymer kleinere Molekile aufnimmt, wéhrend groliere Molekule nicht
aufgenommen werden und die S&ule schneller passieren. Die Durchfuhrung der Reinigung

erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

4.5 Enzymatische Restriktion von DNA

Mit einem Restriktionsverdau ist es moglich, DNA zu analysieren und charakterisieren.

Zu der zu verdauenden DNA wurde 10 x Restriktionspuffer (es wurden die vom Hersteller
empfohlenen 10 x Puffer verwendet) und das Restriktionsenzym hinzu gegeben und mit aqua
bidest. auf ein Endvolumen von 20 ul gebracht. Die Restriktionstemperatur und der zu ver-
wendende 10 x Restriktionspuffer wurden nach maximaler Enzymaktivitat ausgewahlt. Die
eingesetzte Enzymmenge richtete sich nach der DNA-Konzentration, wobei pro pg DNA 1-2
U Enzym zugegeben wurden (1 U Enzym verdaut 1 pg DNA in einer Stunde). Der Ansatz
wurde anschlieBend bei der entsprechenden Temperatur fir 1-2 Stunden im Wasserbad inku-
biert. Das Ergebnis und die Vollstandigkeit der Restriktion wurde tberprift, indem der Ver-
dau auf ein Agarosegel aufgetragen wurde.

4.6 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Unter Elektrophorese verstent man die Bewegung von geladenen Teilchen, wie z. B. Moleku-
len in einem Medium unter Einfluss eines elektrischen Feldes. Die Wandergeschwindigkeiten
verschiedener Molekiile hédngen von deren Ladung, Form, effektiver GroRze, Losungsmittel-

umgebung sowie der Starke des elektrischen Feldes ab. Durch diese unterschiedlichen Wan-
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dergeschwindigkeiten ist es unter anderem auch moglich, DNA-Fragmente aufgrund ihrer
negativen Ladung der GroRe nach aufzutrennen, wobei sich groRere Fragmente langsamer als

Kleinere Fragmente in dem jeweils verwendeten Medium bewegen.

4.6.1 Agarose-Gelektrophorese

Diese Methode eignet sich zur Bestimmung der Grofe und Konzentration von DNA-
Molekiilen. Man kann die Agarosegelelektrophorese ebenfalls fir préparative Zwecke nutzen.
Je nach Lange der DNA-Fragmente verwendet man unterschiedlich prozentige Gele, je kirzer
die Fragmente, desto hoher der Prozentsatz an Agarose im Gel.

Die fur die gewilinschte Konzentration erforderliche Agarosemenge wurde abgewogen, mit
1 x Laufpuffer (in der Regel TBE) auf das benotigte Volumen aufgeftllt und im Mikrowel-
lenherd aufgekocht. Danach wurde die Ldsung auf etwa 60 °C abgekuhlt, 5 pl Ethidiumbro-
mid (0,005 %, v/v) dazugegeben und in die vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach dem
Erstarren des Gels gab man es in eine mit 1 x Laufpuffer gefillte Elektrophoresekammer und
zog den Gelkamm vorsichtig heraus. Dabei sollte das Gel mit Laufpuffer bedeckt sein.

Nun konnten die DNA Proben in die Taschen eingeftllt werden. Die Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/6 Volumen Loading Buffer von Applied Biosystems versetzt. Die Auftren-
nung erfolgte dann je nach FragmentgroRe, gewinschter Bandenschérfe, Prozentigkeit des
Gels und verwendetem Laufpuffer bei 30-110 V. Da im Agarosegel Ethidiumbromid (0,005
%, v/v) enthalten ist, konnten die DNA-Fragmente nach dem Gellauf unter UV-Licht sichtbar
gemacht und fotografiert werden. Die Ermittlung der GroR3e der Fragmente erfolgte durch den

Vergleich mit dem ebenfalls auf das Gel aufgetragenen Léngenstandard.

50 x TBE-Puffer: Tris/Acetic Acid/EDTA Buffer (TBE) 50 x,
Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA

1 x TBE-Puffer: 2 % (v/v) 50 x TBE-Puffer in deionisiertem Wasser

L&ngenstandard : 4 ul Langenstandard-Stammldsung (250 ng/ul)

2 ul 6 x Auftragspuffer
4 ul aqua bidest.
Endkonzentration: 100 ng/ul
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4.6.2 Kapillar-Gelelektrophorese

Die mittels PCR amplifizierten, fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente werden in einer de-
naturierenden Matrix aus einem linearen Polymer der GroRe nach aufgetrennt.

Die Amplifikate werden hierfir nach der PCR in einem nicht ionischen Losungsmittel re-
suspendiert und anschlieRend denaturiert. Somit erhélt man einzelstrangige DNA, die keine
Sekundarstrukturen ausbildet, wodurch die Fragmente ausschlie3lich nach ihrem Molekular-
gewicht aufgetrennt werden. Um diesen Zustand wahrend des Gellaufs aufrecht zu erhalten,
enthdlt das Gel im Kapillargerat 7M Harnstoff, der die Wasserstoffbriickenbindungen der
Doppelhelix aufbricht. Nach Anlegen einer Spannung bewegen sich die Amplifikate durch die
mit dem flussigen Polymer gefillte Kapillare im elektrischen Feld zur Anode. Dabei wandern
die DNA-Fragmente an einem Argonlaser vorbei, dessen Hauptemission bei einer Wellenlan-
ge von 488 nm und 514,5 nm liegt. Der Argonlaser regt die markierten Amplifikate an und
das emittierte Licht wird auf einen CCD-Chip projiziert (,,Charge Coupled Device®), der die
Intensitat von vier nicht Uberlappenden Wellenlangen-Bereichen detektieren kann. Jeder Be-
reich korrespondiert dabei mit dem Emissionsmaximum der in der vorangegangenen Multip-
lex-PCR bzw. Sequenzierreaktion eingesetzten vier Fluoreszenzfarbstoffe. Mittels spezieller
Software zur DNA-Fragmentanalyse bzw. Sequenzanalyse werden die Amplifikate beziiglich
ihrer Menge, FragmentgroRe und Fluoreszenzmarkierung analysiert. In der vorliegenden Ar-
beit wurde das ABI ™ 310 Genetic Analyzer System von Applied Biosystems, ein mikropro-

zessorgesteuertes Elektrophorese- und Fluoreszenz-Detektions-System, verwendet.

4.6.2.1 Sequenzanalyse mittels Kapillar-Gelelektrophorese

Vor der Kapillar-Gelelektrophorese wurden 4 pl der zuvor mittels PCR amplifizierten und
gereinigten Sequenzierprodukte in 20 pl TSR-Puffer aufgenommen und flr 2,5 Minuten bei
100 °C denaturiert. Als Polymer wurde 310 Genetic Analyzer POP-6™ verwendet, zur Analy-
se der Sequenzierprodukte das “virtuelle-Filter-Set-E” genutzt und die Auswertung erfolgte

uber die Sequencing Analyses 3.4.1 Software von Applied Biosystems.
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4.6.2.2 DNA-Fragmentanalyse mittels Kapillar-Gelelektrophorese

Um die GroRe von Amplifikaten messen zu kdnnen muss pro Ansatz ein Langenstandard mit-
gefiihrt werden, der fluoreszenzmarkierte DNA-Fragmente mit festgelegter Lange enthélt. In
der vorliegenden Arbeit wurde vor der Kapillar-Gelelektrophorese zu 15ul Formamid, 0,5 pl
Langenstandard und 2 ul der zu analysierenden PCR-Produkte gegeben und fur 2,5 Minuten
bei 100 °C denaturiert. Als Polymer wurde 310 Genetic Analyzer POP-4™ verwendet, zur
Analyse der PCR-Produkte das “virtuelle-Filter-Set-A” genutzt und die Auswertung erfolgte
uber die Genotyper 3.7 und GeneScan 3.7 Software von Applied Biosystems.

Langenstandard: GeneScan®-500 [TAMRA] Size Standard

4.7 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und bietet gleichzeitig die Mdoglichkeit der Quantifizierung von Nukleinsauren. Dar-
Uber hinaus kann die Real-Time PCR auch zum Nachweis von SNP (single nukleotide poly-
morphism) verwendet werden.

Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. wéhrend eines
PCR-Zykluses durchgefiihrt. Die Fluoreszenz nimmt dabei mit der Menge der synthetisierten
PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung ermdglicht. Eine gelelektrophoretische Auftren-
nung der Fragmente ist nicht nétig, die Daten sind sofort verfligbar und das Kontaminationsri-
siko ist gering, da die PCR-Gefél3e nach der PCR-Reaktion nicht mehr gedffnet werden mis-
sen. Zusétzlich zu den beiden Oligonukleotid-Primern, die in jeder PCR vorhanden sind, be-
findet sich im Reaktionsansatz eine Sonde, die an eine Gensequenz zwischen den beiden Pri-
mern bindet. Diese TagMan®-Sonde ist an ihrem einen Ende mit dem Quencher, an ihrem
anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (z.B. TAMRA und FAM) markiert.
Bei einer intakten TagMan®-Sonde liegen die beiden Fluoreszenzfarbstoffe nahe zusammen,
so dass nach Anregung durch einen Argon-Laser die Energie des Reporterfarbstoffes auf den
Quencherfarbstoff ibertragen wird und nur dieser Licht emittiert. Wenn die Tag-Polymerase,
die zusatzlich eine Exonukleaseaktivitat besitzt, die Sonde wahrend der Synthese des Gegen-
strangs am 5’-Ende abbaut, entfernen sich dadurch Quencher und Fluorophor voneinander
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und eine steigende Reporter-Fluoreszenz kann gemessen werden. Um die Menge an DNA in
den einzelnen Proben berechnen zu kdnnen, wird pro 96-well-Platte eine Verdiinnungsreihe
mit bekannten DNA-Konzentrationen mitgefiihrt. Anhand dieser Eichkurve kann dann die
DNA-Menge der Reaktionsansétze bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das
ABI Prism 7300 Real Time PCR System verwendet.

4.7.1 Bestimmung der Menge an humaner DNA mittels
Quantifiler Human DNA Quantification Kit

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bestimmung der Menge an humaner DNA der Quantifi-
ler Human DNA Quantification Kit verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des

Herstellers.

4.7.2 Bestimmung der Kopienzahl des CYP2D6 Gens

Um die Anzahl der Kopien des CYP2D6 Gens pro Genom im Verhéltnis zu einem Referenz-
gen zu bestimmen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Real-Time PCR Assay verwendet,
der von Schaeffeler et al. 2003 beschrieben wurde. Es wurden je DNA-Probe zwei Reaktions-
ansétze von 25 pl erstellt. Hierftr wurden 2 pl DNA, 1 x TagMan® Universal PCR Master
Mix, 300 nM pro Oligonukleotid-Primer und 200 nM der TagMan-Sonde eingesetzt und mit

aqua bidest. auf ein Volumen von 25 pl eingestellt.

Bedingungen fir die Real-Time PCR:

2D6ex9f3, 2D6ex9r3
und 2D6ex9 probe

Anfangsdenaturierung | 95 °C 10 min der Primerpaar- und TagMan-Probe-Kombina-

tion 2D6ex9f3 und 2D6ex9r3 Primer und

Denaturierung 95 °C 15 sec 10 x 2D6ex9 probe.

Annealing 60 °C 1 min

Tabelle 16: PCR-Bedingungen des Real-Time PCR Assay



Methoden 42

Die Ergebnisse dieser Real-Time PCR wurden anschlieBend mit der mittels Quantifiler Hu-
man DNA Quantification Kit gemessenen Menge an humaner DNA in Korrelation gesetzt.
Durch den Quotienten aus der Menge an CYP2D6 und der Menge an humaner DNA kann
man dann Rickschlisse auf die Kopienzahl des CYP2D6 Gens ziehen (s. Tabelle 17).

Menge CYP2D6 Anzahl der CYP2D6 Genkopien
Menge an humaner DNA
0 : 1 Verhaltnis Keine Genkopie
0,5 : 1 Verhaltnis 1 Genkopie
1:1 Verhaltnis 2 Genkopien
1,5: 1 Verhaltnis 3 Genkopien

Tabelle 17: Korrelation der Menge an humaner DNA mit der Menge an gemessenem CYP2D6

4.8 Bestimmung des Methadonspiegels im Blut

Die Bestimmung des Methadonspiegels im Blut der Methadonpatienten erfolgte tber flissig-
flissig Extraktion und anschlieRender Hochdruckflissigkeitschromatographie nach Eap et al.
(1996) im Rahmen der Dissertation von Herrn Albert Wicht [in Arbeit]. Hierbei wurde die
Gesamtmethadonkonzentration, die Konzentration von (R)- und (S)-Methadon, sowie das

Vorhandensein von weiteren moglicherweise konsumierten Substanzen ermittelt.

4.9 Statistische Beurtellung

Die statistischen Berechnungen und Tests erfolgten mithilfe der SPSS 14.0 bzw. 15.0 Soft-

ware fur Windows.
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5 Ergebnisse

5.1 Genotypisierung der Methadonpatienten und der

Referenzgruppe

5.1.1 Entwicklung einer Multiplex-PCR zur Detektion der
Nullallele CYP2D6*3, *4 und *6 sowie der Punktmuta-
tion -1584C>G

Zum Nachweis der charakteristischen Mutationen der Nullallele CYP2D6*3 (2549Adel), *4
(1846G>A) und *6 (1707Tdel) und der Punktmutation -1584C>G wurde eine Multiplex-PCR
entwickelt. Hierfir wurden spezifische Oligonukleotid-Primer fur die einzelnen Polymorphis-
men ausgewahlt und ausgetestet. Anschliefend wurden die PCR Bedingungen fir die Multip-
lex-PCR etabliert.

5.1.1.1 Wahl der Oligonukleotid-Primer

Bei der Auswahl der Oligonukleotid-Primer musste besonders auf die Spezifitat geachtet wer-
den, da die Sequenzen des CYP2D6 Gens und der Pseudogene CYP2D7P bzw. CYP2D8P
groRe Ahnlichkeit aufweisen.
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5.1.1.1.1 Oligonukleotid-Primer zum Nachweis von 2549Adel (CYP2D6*3) und
1707Tdel (CYP2D6*6)

Die Allele CYP2D6*3 und *6 weisen Deletionen einzelner Basenpaare auf. Bei Allel *3 geht
ein Adenin an Position 2549 (Exon 5) und bei Allel *6 ein Thymin an Position 1707 (Exon 3)
verloren. Die Primer wurden so gewahlt, dass die Stelle der Deletion innerhalb des Fragments
liegt. Somit erhalt man bei einer Deletion ein um ein Basenpaar verkirztes Amplifikat. Im
Laufe der Versuche stellte sich heraus, dass durch die ausgewdahlten Oligonukleotid-Primer
fur den Nachweis von Allel *3 ebenfalls die 3bp-Deletion 2613-2615delAGA des Allels
CYP2D6*9 nachgewiesen werden konnte (Sequenzen siehe Anhang).

2549Adel (CYP2D6*3):

2549Adelf A AGA < 2549Adelr

HEX

v

Exon 5 I Intron 5

274 bp /273 bp bzw. 274 bp / 271 bp

Abb. 4: Schematische Darstellung der gewéhlten Oligonukleotid-Primer 2549Adelf und 2549Adelr,
zum Nachweis der Deletion 2549Adel des Allels CYP2D6*3 sowie 2613-2615delAGA des Allels
CYP2D6*9.

Ein Teil von Exon 5 und Intron 5 wird amplifiziert. Bei der Wildtypsequenz erhalt man ein Fragment
mit einer Lange von 274 bp, bei der Deletion des Adenins ein Amplifikat von 273 bp bzw. bei Deleti-
on von Adenin, Guanin und Adenin 271 bp. Fiir den Nachweis wurde der Vorwartsprimer am 5’-Ende
mit dem grunen Fluoreszenzfarbstoff Hex markiert.
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1707Tdel (CYP2D6*6):

1707Tdelf
[Wang et al., 1999] 1707Tdelr
6-FAM ———p T <
Intron 2 Exon 3 Intron 3

238 bp /237 bp

Abb. 5: Schematische Darstellung der gewahlten Oligonukleotid-Primer 1707Tdelf [Wang et al.,
1999] und 1707Tdelr, zum Nachweis der Deletion 1707Tdel des Allels CYP2D6*6.

Ein Teil von Intron 2, Intron 3 und das gesamte Exon 3 werden amplifiziert. Bei der Wildtypsequenz
erhalt man ein Fragment mit einer Lange von 238 bp, bei Deletion des Thymins ein Amplifikat von
237 bp. Fur den Nachweis wurde der Vorwartsprimer am 5’-Ende mit dem blauen Fluoreszenzfarb-
stoff 6-FAM markiert.

5.1.1.1.2 Oligonukleotid-Primer zum Nachweis von 1846G>A (CYP2D6*4)
und -1584C>G

Die charakteristische Mutation bei Allel CYP2D6*4 ist ein Basenaustausch von Guanin zu
Adenin an der Position 1846, der Konsensus Sequenz der 3 SpleiR3stelle von Intron 3. Zum
Nachweis dieser Mutation, sowie dem Basenaustausch von Cytosin zu Guanin im regulatori-
schen Bereich an Position -1584 wurde jeweils eine allelspezifische PCR etabliert. Hierfur
wurden unterschiedliche Vorwartsprimer bzw. Ruckwaértsprimer verwendet die sich in der
letzten Base am 3’-Ende unterscheiden. Dabei wird ausschlieBlich, der am 3’-Ende passende
Oligonukleotid-Primer bei der entsprechenden Sequenz verlangert. Der Gegenprimer der je-

weiligen Reaktion bleibt gleich (Sequenzen siehe Anhang).
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1846G>A (CYP2D6*4)
1846Gf
6-FAM —————— G 1846GAr
1846Af [Wang et al., 1999]
HEX —mouovwp A <
Intron 3 Exon 4 Intron 4
G/A

213 bp

Abb. 6: Schematische Darstellung der gewahlten Oligonukleotid-Primer 1846Gf, 1846Af und 1846GAr
[Wang et al., 1999], zum Nachweis des Basenaustauschs 1846G>A des Allels CYP2D6*4.

Kurze Teile von Intron 3 und Intron 4 sowie das gesamte Exon 4 werden amplifiziert. Die beiden Vor-
waértsprimer tragen unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe. Somit erhalt man bei Vorhandensein der Wild-
typsequenz durch die Markierung am 5’-Ende des 1846Gf Primers mit 6-FAM ein Fragment mit blauer
Fluoreszenz, bei der mutierten Sequenz durch die Markierung des 1846Af Primers mit HEX am 5’-Ende
ein Fragment mit griiner Fluoreszenz.

-1584C>G:
-1584Cr
-1584CGf C « 6-FAM
[Gaedigk et al., 2003(1)]
-1584Gr
> G < ROX
CIG
I I
I I
278 bp

Abb. 7: Schematische Darstellung der gewadhlten Oligonukleotid-Primer -1584CGf [Gaedigk et al.,
2003(1)], -1584Cr und -1584Gr, zum Nachweis des Basenaustauschs -1584C>G.

Die beiden Riickwartsprimer tragen unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe; somit bekommt man bei Vor-
handensein der Wildtypsequenz durch die Markierung am 5’-Ende des -1584Cr Primers mit 6-FAM ein
Fragment mit blauer Fluoreszenz, bei der mutierten Sequenz durch die Markierung des -1584Gr Primers
mit ROX am 5’-Ende ein Fragment mit roter Fluoreszenz
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5.1.1.2 Etablierung der Multiplex-PCR-Bedingungen

Zur Etablierung der Multiplex-PCR wurden Annealingtemperaturen von 64 bis 68 °C, MgCl,-

Konzentrationen von 1 bis 2 mM in 0,2 mM Intervallen und dNTP-Konzentrationen von 80,
120, 160 und 200 uM pro dNTP im Reaktionsansatz ausgetestet. Bei 68 °C, 1,2 mM MgCl,
und 80 uM pro dNTP konnten alle Fragmente gleichzeitig und spezifisch amplifiziert werden.

Dartiber hinaus wurden unterschiedliche Oligonukleotid-Primer-Konzentrationen ausgetestet.

Gestartet wurde die Testreihe mit einer Konzentration von 0,2 uM pro Oligonukleotid-Primer.

AnschlieBend wurde die Konzentration der einzelnen Primer je nach Intensitat der Signale

verringert bzw. erhoht. Die Konzentrationen der verschiedenen Oligonukleotid-Primer im

Reaktionsansatz sind in Tabelle 13 dargestellt. Mit diesen Konzentrationen konnten alle

Fragmente gut dargestellt werden, dennoch zeigten die einzelnen Signale zum Teil unter-

schiedliche Intensitdten (Abb. 8).

Konzentration der Primer im

Primer Reaktionsansatz

-1584Cr 0,3 UM

-1584Gr 0,3 uM

-1584CGf [Gaedigk et al., 2003(1)] 0,4 uM
1707Tdelf [Wang et al., 1999] 0,275 UM
1707Tdelr 0,275 uM

1846Gf 0,1 uM
1846Af 0,125 uM

1846GAr [Wang et al., 1999] 0,1 uM
2549Adelf 0,175 uM
2549Adelr 0,175 yM

Tabelle 18: Konzentrationen der einzelnen
Oligonukleotid-Primer

Bei einer DNA-Menge unterhalb von 500 pg pro Reaktionsansatz konnten teilweise verschie-

dene Fragmente nicht mehr dargestellt werden. Uberstieg die Menge an DNA im Reaktions-

ansatz 1 ng erhielt man Farbdurchschldge und die Spezifitat der Primerbindungen ging verlo-

ren. Somit ergab eine DNA-Menge von 500 pg bis 1 ng pro Reaktionsansatz die besten Er-

gebnisse bezuglich Darstellbarkeit aller Fragmente und Spezifitat der Primerbindung. Darlber

hinaus zeigte sich, dass mit niedermolekularer DNA (Isolierung mittels Chelex) bessere Re-

sultate als mit hochmolekularer DNA (z.B. Isolierung mittels Phenol/Chloroform) erzielt

werden konnten (Daten nicht gezeigt).
Die Fragmente zur Bestimmung der 1846G>A Mutation (CYP2D6*4) konnten in beiden Flu-

oreszenzbereichen nur als Doppelpeak dargestellt werden (Abb. 8). Dies ist darauf zuriickzu-
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fiihren, dass an manche Fragmente bei der PCR ein Adenin angefugt wird und bei anderen
nicht. Dieses Problem kann meist durch die Veranderung der dNTP-Konzentration behoben
werden. In der vorliegenden Arbeit ging jedoch eine Erhéhung der dNTP-Konzentration zu
Lasten der Stringenz bzw. die Verringerung mit dem Verlust der Darstellbarkeit einzelner
Fragmente einher. Da es sich bei dieser Mutation nicht um eine 1bp-Deletion handelt konnte

die nicht korrekte Darstellung in Kauf genommen werden.

LA AL LR LSRN BB B BN BN N NLRLELELE NLRLELEL NLNLELELE B B B B
205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280
Kontrolle13.fsa 13 Blue Kontrolle
1846G>A 1707Tdel -1584C>G 2000
/ +A I-1000
213bp/wt 238bp/wt 278bp/wt
Kontrolle13.fsa 13 Green Kontrolle
- 6000
4000
1846G>A
o +A 2549Adel [ 5000
213bp/mut
Kontrolle13.fsa 13 Red Kontrolle
I-600
-1584C>G - 400
200

Abb. 8: Elektropherogramm der Multiplex-PCR. Dargestellt ist ein Genotyp heterozygot fir die Mutationen
1846G>A und -1584C>G und homozygot fir den Wildtyp an Position 1707 und 2549. Dartiber hinaus sind die
Doppelpeaks bei den Fragmenten fiir den Wildtyp und die Mutation an Position 1846 dargestellt. Die Signale fur
die Fragmente des Wildtyps und der Mutation an Position -1584 liegen nicht exakt an der gleichen Position, was
auf eine unterschiedliche Wandergeschwindigkeit im elektrischen Feld durch die Markierung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen (-1584C markiert mit 6-FAM und -1584G mit ROX) zuriickzufiihren ist.
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5.1.2 Nachweis der Deletion (CYP2D6*5) des CYP2D6 Gens

Fur den Nachweis der Deletion des CYP2D6 Gens iber eine PCR-Reaktion wurde ein Vor-
waértsprimer, der spezifisch am 5’-Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-REP7 (CYP-REPTf)
und ein Rickwartsprimer, der ausschlielich am 3’-Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-
REP6 (CYP-REPG6r) bindet, gewahlt (Sequenzen siehe Anhang). Ist das CYP2D6 Gen vor-
handen, erhalt man ein Fragment von ca. 15 kb, dass das 2,8 kb-Fragment von CYP-REP7,
das CYP2D6 Gen und die gesamte CYP-REPG6-Einheit enthalt. Nach einem reziproken unglei-
chen Rekombinationsereignis geht das 3’-Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-REP7, das
CYP2D6 Gen, das 0,6 kb-Fragment und das 5’-Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-REP6

verloren und es bleibt nach erfolgreicher Amplifikation ein Fragment von ca. 2,7 kb (Abb. 11)

CYP-REP7 CYP-REP6
A —_—
'd I
_» 4_
CYP2D7P r CYP2D6 . -
0,6 kb 2,8 kb 0,6 kb 2,8 kb

— Man erhalt zwei Fragmente von ca. 15 kb

CYP-REP-DEL

— 5=

CYP2D7P r —
I Teil von CYP-REP6

Teil von CYP-REP7

— Man erhélt ein Fragment von ca. 2,7 kb

Abb. 9: Schematische Darstellung der PCR zum Nachweis der Deletion des CYP2D6 Gens (CYP2D6*5) mit den
Primern CYP-REP7f und CYP-REP6r (blaue Pfeile).
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Bei der Etablierung dieser PCR zeigte sich, dass die ausgewahlten Oligonukleotid-Primer
auch unspezifische Bindungen eingehen. Bei der Erhéhung der Stringenz konnte das ca. 2,7
kb groRBe Fragment nach erfolgter Deletion dargestellt werden, das ca. 15 kb Wildtyp-
Fragment allerdings nicht. Da die durch diese PCR ermittelten Ergebnisse durch einen Real-
Time PCR Assay Uberprift wurden, konnte auf die Darstellung des 15 kb Fragments verzich-
tet werden.

Uberpriift wurden die Ergebnisse dieser PCR auf einem Agarosegel (Abb. 10).

3.000 bp
Abb. 10: Nachweis der Deletion des
2500b CYP2D6 Gens (CYP2D6*5) mit den
P 2,7 kb Fragment Primern CYP-REP7f und CYP-REP6r
auf einem 0,8 % Agarosegel.

5.1.3 Nachweis der Duplikation des CYP2D6 Gens

Zum Nachweis der Duplikation des CYP2D6 Gens wurde ein Vorwartsprimer (2D6duplf
[Lavlie et al., 1996]) gewahlt, der sowohl innerhalb des 0,6 kb-Fragments der CYP-REP7-
Einheit, als auch im 0,6 kb-Fragment der CYP-REP6-Einheit bindet. Der Ruckwaértsprimer
(2D6duplr) dagegen bindet ausschlieBlich am 3’-Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-REP7
(Sequenzen siehe Anhang). Urspriinglich wird mit diesem Oligonukleotid-Primerpaar die
gesamte CYP-REP7-Einheit (ca. 4,7 kb) amplifiziert. Bei einer Duplikation des CYP2D6
Gens entsteht die so genannte CYP-REP-DUP-Einheit, wodurch neben dem 4,7 kb-Fragment
ein weiteres Amplifikat von ca. 3,1 kb bei der PCR gebildet wird (Abb. 11).
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CYP-REP7 CYP-REP6
f—% —
—> —— —>

0,6 kb 2,8 kb 0,6kb 2,8kb

= Man erhalt ein Fragment von ca. 4,7 kb

CYP-REP7 CYP-REP-DUP CYP-REP6
f—)% f_H —

—> — > < —>
CYP2D7P . CYP2D6 CYP2D6 . I

Teil von CYP-REP7
Teil von CYP-REP6

= Man erhalt zwei Fragmente von ca. 4,7 kb und ca. 3,1 kb

Abb. 11: Schematische Darstellung der PCR zum Nachweis der Duplikation des CYP2D6 Gens mit den Primern
2D6duplf [Lovlie et al., 1996] und 2D6duplr (blaue Pfeile)

Uberpriift wurden die Ergebnisse dieser PCR auf einem Agarosegel (Abb. 12).

5.000 bp

Abb. 12: Nachweis der
Duplikation des CYP2D6
Gens mit den Primern
2D6duplf [Lavlie et al.,
1996] und 2D6duplr auf
einem 0,8 % Agarosegel.

4,7 kb Fragment
3.000 bp

3,1 kb Fragment
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5.1.4 Genotypen und Allelhaufigkeiten der Untersuchungs-
kollektive

96 Methadonpatienten und 103 Personen einer Referenzgruppe wurden mittels der zuvor etab-
lierten Multiplex-PCR (siehe 5.1.1) und der unter den Punkten 5.1.2 und 5.1.3 beschriebenen
PCR-Reaktionen auf die Allele CYP2D6*3, *4, *5 und *6, den Basenaustausch -1584C—G
sowie die Duplikation des CYP2D6 Gens hin untersucht.

Die Mutationen 1707Tdel und 1846G>A, bzw. der Wildtyp an diesen Positionen der einzel-
nen Proben wurden mittels Restriktionsverdau mit den Enzymen Btsl (Nachweis von
1707Tdel) und BstNI (Nachweis von 1846G>A), der Genotyp an den Positionen -1584 und
2549 Uber eine jeweilige Sequenzierung der Genorte Uberprift (Daten nicht gezeigt). Die An-
zahl an CYP2D6 Genkopien pro Genom wurde zusatzlich zu den oben genannten PCR Reak-
tionen (ber Real-Time PCR bestimmt, wobei die Gesamtmenge an humaner DNA mit der
DNA-Menge, ermittelt Gber Oligonukleotid-Primer und TagMan-Sonde, die innerhalb des
Exon 9 des CYP2D6 Gens binden verglichen wurde (Daten nicht gezeigt).

Im Folgenden werden die Genkopien, die keine der untersuchten Mutationen zeigen mit der
Abkirzung wt, die Allele mit der Mutation im Promotorbereich mit -1584C>G und alle tbri-

gen Allele ausschlieBlich mit * und der entsprechenden Allelnummer bezeichnet.

Die Methadonpatienten und Personen der Referenzgruppe zeigten beziiglich der Genotypen
und der daraus resultierenden, wahrscheinlichen Phénotypen eine &hnliche Verteilung (Tabel-
le 19).

So wiesen 53 der Methadonpatienten und 55 der Referenzpersonen keine der in dieser Arbeit
untersuchten Mutationen, die eine Verringerung bzw. Inaktivierung der Enzymaktivitat zur
Folge haben, auf. 25 (Methadonpatienten) bzw. 27 (Referenzgruppe) dieser Individuen zeig-
ten einen heterozygoten Genotyp beziglich der -1584C>G Mutation. Der homozygote Geno-
typ -1584C>G / -1584C>G fand sich bei 4 Individuen der Patientengruppe und 5 Referenz-
personen. Phénotypisch sollten diese Personen ebenfalls der Gruppe der EM zugeordnet wer-
den, da sich diese Mutation in erster Linie bei Allel CYP2D6*2, das fur ein Enzym mit nor-

maler Funktionalitat kodiert, findet.
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Genotypen Wahrscheinlicher Anzahl_ Anzahl
Phanotyp Methadonpatienten | Referenzgruppe
wt / wt EM 24 23
wt / -1584C>G EM 25 27
-1584C>G / -1584C>G EM 4 5
*3 [/ wt IM/EM 1 3
*3/*4 PM 1 1
*4 [ wt IM/EM 11 20
*4 [ -1584C>G EM 12 8
*4 | *4 PM 1 3
*4 | *6 PM 1 0
*4/*9 IM 1 0
*5 / wt IM/EM 3 4
*5/-1584C>G EM 1 0
*6 / wt IM/EM 3 1
*6 /-1584C>G EM 0 2
*6/*9 IM 1 0
*9 / wt EM 2 1
*9/-1584C>G EM 1 1
wt / wt / wt UM 1 0
wt / wt / -1584C>G bzw.
wt / -1584C>G / -1584C>G UM 2 2
-1584C>G / -1584C>G / -1584C>G UM 0 1
wt / *4 [ -1584C>G bzw.
*4 [ -1584C>G / -1584C>G bzw. EM 1 1
*4 | *4 | -1584C>G

Tabelle 19: Genotypen und deren Anzahl sowie die daraus resultierenden, wahrscheinlichen Phanotypen
unter den 96 Methadonpatienten und 103 Personen der Referenzgruppe.
PM = poor metabolizer; IM = intermediate metabolizer;
EM = extensive metabolizer; UM = ultra rapid metabolizer;
IM/EM = mdgliche intermedidre Metabolisierer

Zwei defekte Kopien des CYP2D6 Gens (CYP2D6*3/*4, *4/*4 bzw. *4/*6) konnten bei 3
Methadonpatienten bzw. 4 Personen der Referenzgruppe nachgewiesen werden und sind so-
mit dem PM Phanotyp zuzuordnen. Dies entspricht einer Frequenz von ca. 3,1 bzw. 3,8 % an
PM in den beiden Untersuchungskollektiven.

31 Personen des Substitutionsprogramms und 38 Individuen aus der Referenzgruppe zeigten
einen heterozygoten Genotyp bezuglich eines der untersuchten Nullallele (CYP2D6*3, *4, *5
bzw. *6). Bei 13 bzw. 10 dieser Personen konnte ebenfalls die Mutation -1584C>G im Pro-
motorbereich nachgewiesen werden, wodurch diese Personen vermutlich dem EM Phénotyp
zuzuordnen sind. 18 bzw. 28 dieser Individuen zeigten diese Mutation nicht. Das Fehlen die-
ser Mutation konnte im Zusammenhang mit dem CYP2D6*41 Allel bezuglich der Auspra-
gung des IM Phénotyps eine Rolle spielen [Raimundo et al., 2000; Zanger et al., 2001; Zan-
ger et al., 2004]. Aus diesem Grund wurde flr die Personen mit einem heterozygoten Genotyp

fiir ein Nullallel und der Wildtypsequenz -1584C auf dem intakten Allel eine weitere Geno-
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typ-Gruppe (IM/EM) gebildet. Zwei Methadonpatienten wiesen einen heterozygoten Genotyp
fiir ein Nullallel und CYP2D6*9, das flir ein Enzym mit herabgesetzter Enzymaktivitat codiert
auf, was zu einer Auspragung des IM Phénotyp fiihren sollte. Dartiber hinaus fand sich das
Allel *9 in Kombination mit intakten Allelen bei 3 weitern Personen des Substitutionspro-
gramms und 2 Individuen der Referenzgruppe.

Die Duplikation des CYP2D6 Gens konnte bei vier Personen in jeder der beiden Gruppen
nachgewiesen werden, wodurch sich eine Haufigkeit von 4,2 % unter den Methadonpatienten
und 3,9 % innerhalb der Referenzgruppe ergab. Allerdings fand sich bei jeweils einem Indivi-
duum der Untersuchungskollektive unter den drei Genkopien zumindest ein Nullallel
(CYP2D6*4), was zu der Auspragung eines EM anstatt UM Phénotyps flihren sollte. Somit
ergab sich flr beide Untersuchungskollektive eine Frequenz von ca. 3 % duplikationspositiver
UMs.

Allele Anzahl Héufigkeit Anzahl Haufigkeit
Methadonpatienten | Methadonpatienten Referenzgruppe Referenzgruppe
wit 93 50,5 % 102 51,5%
-1584C>G 47 255 % 48 24,2 %
*3 2 11% 4 2,0%
*4 28 152 % 35 17,7%
*5 4 2,2% 4 2,0%
*6 5 2,7% 3 15%
*9 5 2,7 % 2 1,0%

Tabelle 20: Anzahl und Haufigkeiten der untersuchten Allele unter den Methadonpatienten und
Personen der Referenzgruppe. Hierbei wurden die Personen mit einer Duplikation
des CYP2D6 Gens, aufgrund des nicht eindeutig zu bestimmenden Genotyps nicht

beriicksichtigt.

Bei der Betrachtung der verschiedenen untersuchten Allele und Mutationen zeigten beide
Gruppen eine annihernde Ubereinstimung der Haufigkeiten (Tabelle 20). Ca. 50 % der Allele
wiesen keine in dieser Arbeit untersuchten Mutationen auf und bei ca. 25 % fand sich die Mu-
tation -1584C>G. Das haufigste Nullallel innerhalb der beiden Untersuchungskollektive stell-
te CYP2D6*4 mit ungeféhr 15 bzw. 18 % dar. Alle tbrigen Allele lagen bei einer Frequenz
von einem bis knapp 3 %.

Um die beiden Untersuchungskollektive beziglich der Allelhdufigkeiten statistisch zu ver-
gleichen wurde ein y-Test [Pearson, 1900] durchgefiihrt. Dabei ergab sich ein p-Wert von
0,17. Somit wiesen die Allelh&ufigkeiten der beiden Untersuchungskollektive keine signifi-

kanten Unterschiede auf.
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5.2 Einfluss des CYP2D6 Genotyps auf den Metabolis-
mus von Methadon

Um den Einfluss von CYP2D6 auf den Metabolismus von Methadon zu untersuchen, wurde
ein Vergleich zwischen der verabreichten Dosis, dem ermittelten Spiegel bzw. dem Verhaltnis
von Dosis zu Spiegel von Methadon mit den zuvor ermittelten CYP2D6 Genotypen und den
daraus resultierenden wahrscheinlichen Phénotypen der 96 Methadonpatienten durchgefiihrt.

Da ausschlieBlich (R)-Methadon fur den therapeutischen Effekt zusténdig ist und die Annah-
me besteht, dass CYP2D6 ausschlieBlich dieses Isomer metabolisiert [Eap et al., 1997,
Greenblatt et al., 1999; Begre et al., 2002; Eap et al., 2002], wird bei den folgenden Verglei-
chen der erhaltenen Genotypen mit Dosierung, Spiegel und Verhaltnis von Dosis zu Spiegel

in erster Linie auf (R)-Methadon eingegangen.

5.2.1 Auswirkung des CYP2D6 Genotyps auf die Dosierung
von Methadon

5.2.1.1 Dosierung von Methadon

Im Rahmen eines Substitutionsprogramms wurde 43 Frauen und 53 Mannern Methadon in
Form von L-Polamidon (0,5 %ige Lésung) bzw. rac-Methadon (1 %ige LAsung) in verschie-
denen, auf jeden Patienten individuell abgestimmten Dosen verabreicht.

Die 96 Methadonpatienten erhielten zwischen 0,2 bis 40 ml rac-Methadon (74 Patienten)
bzw. 0,4 bis 14 ml L-Polamidon (22 Patienten), was einer Menge von 1 bis 200 mg (R)- und
(S)-Methadon bzw. 2 bis 70 mg (R)-Methadon entspricht. Um einen méglichen Zusammen-
hang zwischen dem Gewicht bzw. Gewicht/GroRe der einzelnen Patienten und der jeweiligen
verabreichten Dosis festzustellen, wurde die Korrelation zwischen Gewicht und Dosis bzw.
BMI (body mass index) und Dosis berechnet. Da die verabreichten Dosen von Methadon in-
nerhalb des Untersuchungskollektivs keiner Normalverteilung unterliegen (Daten nicht ge-
zeigt), wurde zu diesem Zweck der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (Spearman-p-
Test) verwendet [Spearman, 1904]. Bei dieser Berechnung ergab sich hinsichtlich der Korre-
lation zwischen Gewicht und Dosis flir Gesamtmethadon ein Rangkorrelationskoeffizient von
0,196 mit einem p-Wert von 0,055, fur (R)- bzw. (S)-Methadon von 0,183 bzw. 0,229 (Korre-
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lationskoeffizient) und 0,075 bzw. 0,049 (p-Wert). Fur den Vergleich der Dosierung mit den
fiir jeden Patienten berechneten BMI ergaben sich Rangkorrelationskoeffizienten von 0,215
(Gesamtmethadon), 0,196 ((R)-Methadon) und 0,232 ((S)-Methadon) mit den jeweiligen p-
Werten von 0,035 fur Gesamtmethadon, 0,056 fur (R)-Methadon und 0,047 fir (S)-Methadon.
Somit ergab sich fiir Gewicht und verabreichter Dosis von Gesamt- und (R)-Methadon bzw.
BMI und Dosis von (R)-Methadon keine signifikante Korrelation. Bei dem Vergleich von
Gewicht und verabreichter Dosis von (S)-Methadon bzw. BMI und Dosis von Gesamt- und
(S)-Methadon konnte jedoch eine, auf einem 5 % Niveau signifikante Korrelation nachgewie-
sen werden.

Fur die Beurteilung der weiteren Ergebnisse wurde die verabreichte Menge an Methadon auf
das Korpergewicht der jeweiligen Patienten bezogen. Bei dieser Berechnung ergaben sich
Werte von 0,026 bis 6,25 mg/kg Gesamtmethadon und somit von 0,013 bis 3,125 mg/kg (R)-
und (S)-Methadon, bzw. ausschliel3lich (R)-Methadon pro Tag (Die verabreichten Dosen von
Gesamtmethadon in mg/kg der einzelnen Patienten ist in Abb. 13 zu sehen).
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Abb. 13: Dosis von Gesamtmethadon in mg/kg der Methadonpatienten. 22 der Patienten erhielten L-Polamidon und dementspre-
chend ausschlieBlich (R)-Methadon (—). Den Ubrigen 74 Personen wurde rac-Methadon verabreicht. Nach Angaben des behan-
delnden Arztes: » Patientin #85: unterzog sich zusatzlich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion; ? Patient #115: hat eine
Leberzirrhose; ¥ Patienten # 39, #71, #72, #100 uns #128 haben ein Alkoholproblem
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Bei der Betrachtung der verabreichten Dosen innerhalb der gesamten Patientengruppe zeigte
sich, dass ein Grossteil der Personen Dosierungen zwischen ca. 0,2 bis 1,4 mg/kg Gesamtme-
thadon, bzw. 0,1 bis 0,7 mg/kg (R)- und/oder (S)-Methadon erhielten. Dosen auferhalb dieses
Bereichs wurden nur vereinzelt verabreicht. Die graphische Darstellung der Haufigkeiten
zeigt eine Linksverschiebung und dadurch eine nicht normale Verteilung der Dosierung von
Gesamtmethadon, bzw. (R)- und (S)-Methadon, mit Medianwerten von 0,63 mg/kg fur Ge-
samtmethadon, 0,38 mg/kg fir (R)-Methadon und 0,37 mg/kg fir (S)-Methadon (Abb.14).

Eine Patientin (# 85), die sich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion [Havlir et al.,
1995; Riska et al., 1999; Akerele et al., 2002; Ferrari et al., 2004] unterziehen musste, erhielt
mit einer Menge von 40 ml rac-Methadon (6,25 mg/kg Gesamtmethadon bzw. 3,125 mg/kg
(R)- und (S)-Methadon) pro Tag die mit Abstand hdchste Dosis innerhalb der gesamten Pati-
entengruppe. Darlber hinaus sollen nach Angabe des behandelnden Arztes die Patienten #39,
#71, #72, #100 und #128 ein Alkoholproblem haben und Patient #115 unter einer Leberzir-
rhose leiden. Die Personen #39, #71, #100 und #128 erhielten jeweils rac-Methadon, Patient
#72 und #115 L-Polamidon. Patient #39 lag mit einer Dosis von 0,212 mg/kg Gesamtmetha-
don bzw. 0,106 mg/kg (R)- und (S)-Methadon unterhalb der ermittelten Medianwerte (0,63
mg/kg fir Gesamtmethadon, 0,38 und 0,37 flr (R)- und (S)-Methadon). Die Patienten #71,
#100 und #128 zeigten Werte von 1,176 mg/kg, 1 mg/kg und 1,406 mg/kg Gesamtmethadon
bzw. 0,588 mg/kg, 0,5 mg/kg und 0,703 mg/kg (R)- und (S)-Methadon und lagen somit ober-
halb der berechneten mittleren Dosierung von Gesamt-, (R)- und (S)-Methadon. Die beiden
Personen #72 und #115 erhielten Dosen von 0,406 mg/kg und 0,592 mg/kg Gesamt- bzw. (R)-
Methadon. Sie wiesen infolgedessen Werte auf, die bezliglich der Dosierung von Gesamtme-
thadon etwas unterhalb des berechneten Medianwerts von 0,63 mg/kg, aber im Hinblick auf

(R)-Methadon oberhalb der mittleren Dosierung von 0,38 mg/kg lagen.
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Abb. 14: Dosisverteilung von Gesamt- und (R)- Methadon der 96 Patienten die im Rahmen des Substitutionsprogramms L-
Polamidon bzw. rac-Methadon erhielten und von (S)-Methadon der 74 Methadonpatienten die rac-Methadon verabreicht
bekommen haben in mg/kg. Aufgetragen sind die Haufigkeiten (Y-Achse) gegen die Dosierung in mg/kg (X-Achse). Fir
die Darstellung wurde die Dosierung in Klassen von 0,5 mg/kg fir Gesamtmethadon bzw. von 0,25 mg/kg fir (R)- und (S)-
Methadon eingeteilt.

Y Patientin #85: unterzog sich zusétzlich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion




Ergebnisse 59

Eine Linksverschiebung der Daten und somit eine nicht normale Verteilung zeigte sich eben-
falls bei der getrennten Betrachtung der 43 weiblichen bzw. 53 ménnlichen Methadonpatien-
ten bezlglich der verabreichten Dosis (Daten nicht gezeigt). Dartiber hinaus ergaben sich fur
die mittlere Dosierung von Gesamtmethadon mit den jeweiligen Medianwerten von 0,59
mg/kg bei den Méannern bzw. 0,71 mg/kg bei den Frauen, von (R)-Methadon mit den Werten
von 0,36 mg/kg (ménnliche Patienten) und 0,40 mg/kg (weibliche Patienten) und (S)-
Methadon mit einer mittleren Dosis von 0,33 mg/kg (Manner) und 0,38 mg/kg (Frauen), keine
erheblichen Unterschiede.

Aufgrund der nicht normalen und unabhangigen Verteilung der Dosen wurde fir eine statisti-
sche Bewertung der Geschlechtsunterschiede ein Mann-Whitney-U Test [Mann und Whitney,
1947] durchgefiihrt. Dabei ergab sich fur Gesamtmethadon ein p-Wert von 0,387, fiir (R)-
Methadon 0,078 und fir (S)-Methadon 0,466. Somit zeigten die ménnlichen und weiblichen
Patienten keine signifikanten Unterschiede bei der Dosierung von Methadon.

5.2.1.2 Vergleich: Dosierung von (R)-Methadon und CYP2D6
Genotyp

Insgesamt konnten unter den Methadonpatienten drei Personen ohne ein funktionelles
CYP2D6 Gen (PM), drei Patienten, die durch Duplikation des CYP2D6 Gens in die Kategorie
der UM eingeteilt wurden und zwei Personen, die dem IM Phénotyp zuzuordnen sind, ermit-
telt werden. Die PM lagen beztiglich ihrer Dosierung mit Werten von 0,139, 0,25 und 0,361
mg/kg (R)-Methadon unterhalb und die beiden IM unterhalb (0,33 mg/kg) bzw. oberhalb (0,4
mg/kg) des zuvor ermittelten Medianwerts von 0,38 mg/kg und innerhalb des Bereichs von
0,1 bis 0,7 mg/kg (R)-Methadon der gesamten Patientengruppe. Die graphische Darstellung
(Abb. 15) zeigt, dass sich die Personen mit einem PM Phanotyp somit tendenziell auf der lin-
ken Seite der Abbildung (niedrigere Dosen) und die Patienten die infolge ihres Genotyps den
IMs zuzuordnen sind, im mittleren Bereich finden. Zwei der UMs wurden mit 0,013 bzw.
0,081 mg/kg (R)-Methadon geringere Dosen als dem Hauptteil der Patientengruppe verab-
reicht. AusschlielRlich Patientin #104 mit dem UM Genotyp erhielt im Vergleich zur Mehrheit
der untersuchten Personen, eine relativ hohe Dosierung an (R)-Methadon (0,795 mg/kg), die
oberhalb des allgemeinen Medianwertes und auRerhalb der Spanne von 0,1 bis 0,7 mg/kg lag .
Die 18 Patienten, die aufgrund einer defekten Kopie des CYP2D6 Gens und der Ermangelung
an der -1584C>G Mutation auf dem intakten Allel mdglicherweise dem IM Phénotyp zuzu-
ordnen sind, erhielten Dosen von 0,028 bis 1 mg/kg (R)-Methadon. Dabei waren die beiden
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Patientinnen mit 0,028 und 1 mg/kg die einzigen Ausrei3er in dieser Gruppe. Die tbrigen 16
Patienten lagen innerhalb des Bereichs von 0,1 bis 0,7 mg/kg. Die restlichen 70 Methadonpa-
tienten waren bezuglich ihres Genotyps dem EM Phénotyp zuzuordnen. Diese Personen er-
hielten Dosen zwischen 0,024 bis 3,125 mg/kg (R)-Methadon und verteilten sich somit tber
die gesamte Bandbreite der Dosierung (Abb.15 zeigt die verabreichte Dosis von (R)-

Methadon in mg/kg der einzelnen Methadonpatienten).
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Abb. 15: Dosierungen von (R)-Methadon in mg/kg der 96 Methadonpatienten und die Zuordnung der zuvor detektier-
ten Genotypen und der daraus resultierenden Phé&notypen. Personen ohne Kennzeichnung mit einem Pfeil zeigten
einen Genotyp, der zur Auspragung eines EM Phanotyps fiihren sollte.

Y patientin #85: unterzog sich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion; 2 Patient # 115: hat eine Leberzirrhose;
% patienten #39, #71, #72, #100, #128 haben ein Alkoholproblem
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Um einen moéglichen Zusammenhang zwischen der Dosierung von (R)-Methadon und dem
CYP2D6 Genotyp besser veranschaulichen und beurteilen zu kénnen, wurden die Medianwer-
te der Dosen innerhalb der funf ermittelten wahrscheinlichen Phénotypen berechnet und mit-
einander verglichen. Dabei ergab sich, dass die Individuen mit einem IM und EM Genotyp
Medianwerte (0,37 und 0,38 mg/kg) zeigten, die anndhernd bzw. genau der berechneten mitt-
leren Dosis (0,38 mg/l) der gesamten Patientengruppe entsprachen. Die PMs und mdglichen
IMs lagen mit den Werten von 0,25 und 0,31 mg/kg ein wenig unterhalb und die Personen,
die aufgrund einer Duplikation des CYP2D6 Gens dem UM Phénotyp zugeordnet wurden mit
einem Medianwert von 0,08 mg/kg weit unterhalb des ermittelten allgemeinen Medianwerts
der Dosierung von (R)-Methadon (Abb. 16, Tabelle 21).

4,0
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2,0

1,0

0,0

Abb.16:
Tabelle 21:
x Medianwert:
Phénotyp Dosierung
(R)-Methadon in mg/kg
PM 0,25
X IM 0,37
IM/EM 0,31
2 EM 0,38
° UM 0,08
allgemein 0,38
- -

T T T
PM ™M IM/EM EM umMm

Genotyp

Graphische Darstellung der Verteilung (Abb. 16) und tabellarische Auflistung der Medianwerte (Tabelle 21) der
Dosierung von (R)-Methadon in mg/kg der Individuen, die aufgrund ihres Genotyps dem PM, IM, IM/EM, EM,
bzw. UM Phanotyp zugeordnet wurden.

Aufgrund der nicht normalen und unabhangigen Verteilung der Dosen wurde flr die statisti-
sche Bewertung eines moglichen Einflusses des CYP2D6 Genotyps auf die Dosierung von
(R)-Methadon ein Kruskal-Wallis-Test [Kruskal und Wallis, 1952] durchgefuihrt. Dabei ergab
sich ein p-Wert von 0,271 und somit kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
ermittelten wahrscheinlichen Phanotypen. Der Vollstandigkeit halber wurde dieser Test auch
fur Gesamt- und (S)-Methadon durchgefihrt, wobei mit p-Werten von 0,088 und 0,063 eben-

falls kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festzustellen war.
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5.2.2 Auswirkung des CYP2D6 Genotyps auf den Methadon-
spiegel im Blut

5.2.2.1 Messung des Methadonspiegels

Mittels fllssig-flussig Extraktion und anschlieBender Hochdruckflussigkeitschromatographie
wurde der Gesamtspiegel an Methadon, sowie die Konzentration an (R)- und (S)-Methadon
im Blut der 96 Methadonpatienten gemessen [Wicht, in Arbeit]. Bei den Patienten #78, #96,
#97, #107 und #116 lag der Gesamtmethadonspiegel und bei Patient #48 der (R)-
Methadonspiegel unter der Nachweisgrenze und konnte somit nicht ermittelt werden. Aus
diesem Grund wurden diese Probanden im Folgenden nicht beriicksichtigt.

Bei den ubrigen 90 Patienten wurden Gesamtmethadonspiegel von 0,05 bis 0,928 mg/l ge-
messen. Der prozentuale Anteil an (R)-Methadon schwankte bei den Patienten die im Rahmen
des Substitutionsprogramms rac-Methadon erhielten zwischen ca. 30 und 80 %. Dies ent-
sprach einer Menge von 0,027 bis 0,44 mg/l (R)-Methadon bzw. 0,015 bis 0,498 mg/l (S)-
Methadon (Abb. 17 zeigt die gemessenen Methadonspiegel von (R)- und (S)-Methadon in
mg/l der einzelnen Methadonpatienten sortiert nach der Menge an gemessenem (R)-
Methadon).

Patientin #142 erhielt ausschliellich L-Polamidon, zeigte jedoch sowohl (R)- als auch (S)-
Methadon in einem Verhaltnis von 80 zu 20 % im Blut, was mdglicherweise auf den Beikon-
sum von zusétzlichem rac-Methadon zuriickzufuihren ist. Deshalb wurde diese Patientin bei

den weiteren Ergebnissen ebenfalls nicht beruicksichtigt.
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Abb. 17: Spiegel (S)- und/oder (R)-Methadon in mg/l der Methadonpatienten. 18 der Patienten erhielten L-Polamidon und zeigten
dementsprechend ausschliellich (R)-Methadon (—). Patientin #142 erhielt ebenfalls L-Polamidon, dennoch konnte auch (S)-
Methadon in ihrem Blutplasma nachgewiesen werden (—). Den (brigen 71 Personen wurde rac-Methadon verabreicht und zeigten
somit bei den Messungen des Spiegels (R)- und (S)-Methadon.

Nach Angaben des behandelnden Arztes: ? Patientin #85: unterzog sich zusétzlich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion;
2 patient #115: hat eine Leberzirrhose; ® Patienten # 39, #71, #72, #100 uns #128 haben ein Alkoholproblem
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Bei einer graphischen Darstellung der gemessenen Spiegel an Gesamt-, (R)- und (S)- Metha-
don innerhalb der gesamten Patientengruppe (ohne Patienten #48, #78, #96, #97, #107, #116
und #142) fand sich beziiglich der Haufigkeitsverteilung ein dhnliches Bild wie bei den verab-
reichten Dosen (Abb. 18). Auch hier zeigte sich eine Linksverschiebung und somit eine nicht
normale Verteilung der gemessenen Methadonspiegel im Blutplasma mit Medianwerten von
0,17 mg/l fir Gesamtmethadon, 0,10 mg/I fir (R)-Methadon und 0,09 mg/I fur (S)-Methadon.
Patientin # 85, die sich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion unterziehen musste,
zeigte mit einem Spiegel von 0,928 mg/l Gesamtmethadon bzw. 0,44 und 0,488 mg/l (R)- und
(S)-Methadon zusammen mit Proband #139 die hochsten gemessenen Werte. Die Probanden
#39 und #71, die im Rahmen des Substitutionsprogramms rac-Methadon erhielten und laut
behandelnden Arztes ein Alkoholproblem haben, zeigten Methadonspiegel von 0,415 und
0,251 mg/l Gesamtmethadon, 0,126 und 0,152 mg/l (R)-Methadon bzw. 0,289 und 0,099 mg/I
(S)-Methadon. Sie lagen somit ebenfalls oberhalb der errechneten mittleren Methadonspiegel.
Die Patienten #100 und #128 zeigten dagegen etwas niedrigere Spiegel an Methadon mit
Werten von 0,128 und 0,076 mg/l (Gesamtmethadon), 0,055 und 0,044 mg/l ((R)-Methadon)
bzw. 0,073 und 0,032 mg/I ((S)-Methadon). Person #72 (Alkoholproblem) und #115 (Leber-
zirrhose) erhielten zur Heroinsubstitution L-Polamidon. Ihre gemessenen Methadonspiegel
lagen bei 0,239 und 0,302 mg/l Gesamt- bzw. (R)-Methadon und somit weit oberhalb der

mittleren gemessenen Methadonspiegel.
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Abb. 18: Verteilung der gemessenen Spiegel von Gesamt- und (R)-Methadon der (ibrigen 89 Patienten die im Rahmen
des Substitutionsprogramms L-Polamidon bzw. rac-Methadon erhielten und von (S)-Methadon der 71 Methadonpati-
enten die rac-Methadon verabreicht bekommen haben in mg/l. Aufgetragen sind die Haufigkeiten (Y-Achse) gegen
den gemessenen Spiegel in mg/l (X-Achse). Fur die Darstellung wurden die Methadonspiegel in Klassen von 0,066
mg/I fir Gesamtmethadon, von 0,033 mg/I fiir (R)-Methadon bzw. von 0,05 mg/I fiir (S)-Methadon eingeteilt.

Bezuglich der gemessenen Methadonspiegel im Blut wurde ebenfalls eine separate Betrach-
tung der Geschlechter vorgenommen. Auch hier zeigte sich eine Linksverschiebung der
Messwerte und somit eine nicht normale Verteilung (Daten nicht gezeigt). Die berechneten
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Medianwerte lagen fur den Gesamtmethadonspiegel bei 0,15 mg/l (Méanner) und 0,18 mg/I
(Frauen). Fur den (R)-Methadonspiegel ergab sich bei den mannlichen Patienten ein Wert von
0,09 mg/l, bei den weiblichen Patienten von 0,11 mg/l und fir (S)-Methadon lag der Median-
wert bei Mé&nnern und Frauen bei 0,09 mg/l. Aufgrund der nicht normalen und unabhéngigen
Verteilung der Methadonspiegel wurde flr einen statistischen Vergleich wiederum ein Mann-
Whitney-U Test [Mann und Whitney, 1947] durchgefiihrt. Dabei wurden p-Werte von 0,378
fir Gesamtmethadon, 0,209 fir (R)-Methadon und 0,648 fiir (S)-Methadon erhalten. Folglich
zeigten sich zwischen den mannlichen und weiblichen Patienten, bezuglich des ermittelten

Methadonspiegels, wiederum keine signifikanten Unterschiede.

5.2.2.2 Prozentualer Anteil an (R)-Methadon

Insgesamt erhielten von den ubrigen 89 Patienten 71 Personen im Rahmen des Substitutions-
programms rac-Methadon. Bei der Messung des Methadonspiegels im Blut zeigte sich, dass
die prozentualen Anteile an (R)- bzw. (S)-Methadon zum Teil erhebliche Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Patienten aufwiesen. So erstreckte sich der Anteil an (R)-Methadon von
30,45 bis 78,17 % und dementsprechend der Anteil an (S)-Methadon von 21,83 und 69,55 %.
Die Berechnung der jeweiligen Mittelwerte ergab einen mittleren Anteil an (R)-Methadon
von 53 % und 47 % fir (S)-Methadon und die graphische Darstellung der Haufigkeiten (Abb.

19) zeigte bei beiden Isomeren eine annédhernde Normalverteilung.
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Abb. 19: Verteilung des Anteils an (R)- und (S)-Methadon am Gesamtmethadonspiegel der 71 Patienten die im Rahmen
des Substitutionsprogramms rac-Methadon erhielten. Aufgetragen sind die Haufigkeiten (Y-Achse) gegen den prozentua-
len Anteil an (R)- bzw. (S)-Methadon (X-Achse). Fir die Darstellung wurde der prozentuale Anteil in Klassen von 5 %

eingeteilt.

Die getrennte Betrachtung der mannlichen und weiblichen Patienten zeigte den gleichen mitt-

leren Anteil an (R)- bzw. (S)-Methadon von 53 % bzw. 47 % bei beiden Geschlechtern wie
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das gesamte Untersuchungskollektiv. Dartiber hinaus ergab sich fir den Anteil an beiden I-
someren bei Ménnern und Frauen ebenfalls eine Normalverteilung der Haufigkeiten (Daten
nicht gezeigt). Flr einen statistischen Vergleich des Anteils an (R)- bzw. (S)-Methadon unter
den ménnlichen und weiblichen Methadonpatienten wurde aufgrund der Normalverteilung der
Daten ein T-Test [Gosset, 1914/15] fir zwei unabhéngige Stichproben durchgefuhrt, der flr
(R)-Methadon einen p-Wert von 0,911 und fiir (S)-Methadon von 0,932 erbrachte. Somit er-

gab sich auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen.

5.2.2.3 Vergleich: (R)-Methadonspiegel und CYP2D6 Genotyp

Die drei Methadonpatienten ohne ein funktionelles CYP2D6 Gen (PM) wiesen einen (R)-
Methadonspiegel von 0,057, 0,09 und 0,097 mg/l auf. Somit lagen alle drei Patienten unter
dem ermittelten Medianwert des gesamten Untersuchungskollektivs von 0,10 mg/l (R)-
Methadon. Die beiden IM zeigten im Blutplasma (R)-Methadonspiegel (0,243 und 0,25 mg/l),
die im Vergleich zur Mehrheit der Patienten relativ hoch waren. Mit Werten von 0,027 und
0,029 mg/I lagen zwei der drei Patienten, die durch Duplikation des CYP2D6 Gens in die Ka-
tegorie der UM eingeteilt wurden, nicht nur weit unter dem errechneten Medianwert von 0,10
mg/l (R)-Methadon, sondern zeigten ebenfalls die niedrigsten im Rahmen dieser Arbeit ermit-
telten Methadonspiegel. Der dritte UM im Untersuchungskollektiv lag dagegen mit seinem
(R)-Methadonspiegel von 0,163 mg/l bei weitem héher und darliber hinaus oberhalb des Me-
dianwerts der Allgemeinheit. Die graphische Darstellung (Abb. 20) zeigt, dass die Personen,
die in Folge ihres Genotyps dem PM zuzuordnen sind und zwei der UMs auf der linken Seite
der Abbildung (niedrigere Spiegel) und im mittleren Bereich, die Patienten mit einem IM
Phanotyp und die dritte Person, die den UM Phénotyp auspragen sollte dagegen auf der Seite
der hoheren Spiegel zu finden sind. Die Ubrigen 17 Patienten, die aufgrund ihres Genotyps
maoglicherweise einen IM Phanotyp auspragen (wt/Nullallel), wiesen (R)-Methadonspiegel
von 0,034 bis 0,392 mg/l auf und verteilten sich somit Uber die gesamte Bandbreite der ge-
messenen (R)-Methadonspiegel. Allerdings lagen die meisten dieser Individuen auf der Seite
der niedrigeren bzw. im mittleren Bereich der erhaltenen Spiegel (13 von 17 Patienten). Die
restlichen 64 Personen, die dem EM Phénotyp zugeordnet wurden, verteilten sich mit (R)-
Methadonspiegel von 0,03 bis 0,44 mg/l Gber den gesamten gemessenen Bereich (Abb. 20

zeigt die gemessenen Spiegel von (R)-Methadon in mg/l der einzelnen Methadonpatienten).
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Abb. 20: (R)-Methadonspiegel in mg/I der restlichen 89 Methadonpatienten und die Zuordnung der zuvor detektierten
Genotypen und der daraus resultierenden Phanotypen. Personen ohne Kennzeichnung mit einem Pfeil zeigten einen
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Fur eine bessere Veranschaulichung und Beurteilung einer moglichen Korrelation zwischen
den gemessenen (R)-Methadonspiegeln und dem CYP2D6 Genotyp wurden ebenfalls die Me-
dianwerte der Spiegel innerhalb der finf ermittelten wahrscheinlichen Phénotypen berechnet
und miteinander verglichen. Hierbei ergab sich, dass die Gruppen der PM und EM einen mitt-
leren Spiegel (0,09 mg/l und 0,12 mg/l) zeigten, der dem fiir die gesamte Patientengruppe
berechneten Medianwert von 0,1 mg/l sehr nahe kam. Der Medianwert der Personen, die dem
IM Phanotyp zugeordnet wurden lag bei 0,25 und somit weit oberhalb des allgemeinen mittle-
ren Spiegels. Die Patienten, die aufgrund einer Duplikation des CYP2D6 Gens den UMs zu-
zuordnen sind und die Personen, die moglicherweise einen IM Phénotyp (IM/EM) auspragen,
lagen unterhalb des fur die gesamte Patientengruppe ermittelten Medianwerts. Dabei ergab
sich fur die UM mit 0,03 mg/l der niedrigste Wert flr den mittleren (R)-Methadonspiegel
(Abb. 21; Tabelle 22).

0,14

0,0

Abb.21:
Tabelle 22:
. Medianwerte
- Phénotyp | (R)-Methadonspiegel
in mg/l

PM 0,09

— IM 0,25

IM/EM 0,06

EM 0,12

UM 0,03

. allgemein 0,1

T T T
PM ™M IM/EM EM um

Genotyp

Graphische Darstellung der Verteilung (Abb.21) und tabellarische Auflistung der Medianwerte (Tabelle 22)
der (R)-Methadonspiegel in mg/l der Individuen, die aufgrund ihres Genotyps dem PM, IM, IM/EM, EM bzw.
UM Phéanotyp zugeordnet wurden.

Die statistische Bewertung erfolgte aufgrund der nicht normalen Verteilung der Daten wie-
derum Gber einen Kruskal-Wallis-Test [Kruskal und Wallis, 1952]. Dabei ergab sich fir den
(R)-Methadonspiegel ein p-Wert von 0,021. Somit kann die Hypothese, dass sich der (R)-
Methadonspiegel zwischen den einzelnen Phanotypen signifikant unterscheidet, auf einem
5 % Niveau nicht abgelehnt werden. Fur Gesamt- und (S)-Methadon ergab der Test p-Werte
von 0,010 und 0,014. Somit zeigte sich bezuglich des Spiegels von Gesamt- und (S)-
Methadon ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen wahrscheinlichen

Phanotypen.
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5.2.2.4 Vergleich: Anteil an (R)-Methadon am Gesamtspiegel und
CYP2D6 Genotyp

Die einzige Patientin, die aufgrund ihres Genotyps dem PM Phanotyp zuzuordnen ist und im
Rahmen des Substitutionsprogramms rac-Methadon erhielt, wies einen prozentualen Anteil
an (R)-Methadon von ca. 48 % auf und lag somit geringfiigig unterhalb des Mittelwerts der
gesamten Patientengruppe von 53 %. Die beiden IM zeigten Werte unterhalb (ca. 50 %) und
oberhalb (ca. 58 %) und die beiden Personen, die durch eine Genduplikation einen UM Pha-
notyp auspragen sollten oberhalb (ca. 54 und 57 %) des allgemeinen Mittelwert. Die 16 Pati-
enten, die aufgrund ihres Genotyps moglicherweise dem IM Phanotyp zuzuordnen sind
(wt/Nullallel), wiesen Anteile an (R)-Methadon von ca. 44 bis 66 % auf und verteilten sich
somit genau wie die restlichen Personen die dem EM Phéanotyp zugeordnet werden sollten,
mit Werten von 30 bis 78 % uber die gesamte Bandbreite der gemessenen prozentualen Antei-
le an (R)-Methadon.

Zur Veranschaulichung eines eventuellen Zusammenhangs zwischen dem gemessenen Anteil
an (R)-Methadon im Blut der Methadonpatienten und dem CYP2D6 Genotyp wurden auch
hier die Mittelwerte der prozentualen Anteile innerhalb der funf ermittelten wahrscheinlichen
Phanotypen berechnet und miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass ausschlieBlich der
PM Phanotyp (diese Gruppe enthielt nur eine Person) mit einem Wert von ca. 48 % unterhalb
des allgemeinen Mittelwerts von 53 % lag. Alle tbrigen Gruppen wiesen Werte auf, die dem

Mittelwert der gesamten Patientengruppe entsprachen bzw. oberhalb dieses Wertes lagen.
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Abb.22:
Tabelle 23:
“ Mittelwerte
Phénotyp | Anteil an (R)-Methadon
60| in %
H PM 47,66
oo IM 53,68
— IM/EM 53,15
EM 52,94
“7 UM 55,44
allgemein 53

T
PM M IM/EM EM umMm
Genotyp

Graphische Darstellung der Verteilung (Abb.22) und tabellarische Auflistung der Mittelwerte (Tabelle 23) der
prozentualen Anteile an (R)-Methadon im Blut der Individuen, die aufgrund ihres Genotyps dem PM, IM,
IM/EM. EM bzw. UM Phénotvp zuaeordnet wurden.

Aufgrund der Normalverteilung der Daten wurde fur eine statistische Bewertung eine Vari-
anzanalyse (ANOVA) [Eisenhart, 1947] durchgeftihrt. Hierbei ergab sich sowohl fir den pro-
zentualen Anteil an (R)-Methadon, als auch fiir den Anteil von (S)-Methadon im Blut der Me-
thadonpatienten ein p-Wert von 0,948. Somit zeigte sich bezlglich des prozentualen Anteils
an (R)- bzw. (S)-Methadon kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen ermittelten

Genotypen und den daraus resultierenden wahrscheinlichen Phénotypen.
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5.2.3 Auswirkung des CYP2D6 Genotyps auf das Verhaltnis

zwischen Dosis und Spiegel von Methadon

5.2.3.1 Korrelation zwischen verabreichter Dosis und gemessenem

Spiegel von Methadon

Da (R)-Methadon augenscheinlich alleine fur den therapeutischen Effekt zustandig ist [Eap et
al., 1997; Greenblatt et al., 1999; Begre et al., 2002; Eap et al., 2002], wird bei der Betrach-
tung der Korrelation zwischen Dosis und Spiegel in erster Linie auf dieses Isomer eingegan-
gen.

Bei den vorangegangenen Auswertungen wurden die verabreichte Dosis an Methadon in
mg/kg und der gemessene Methadonspiegel in mg/l angegeben. Da eine Umrechnung von mg
in | oder umgekehrt aufgrund fehlender Angaben wie das Blutvolumen der einzelnen Patien-
ten nicht moglich war, konnten im Folgenden ausschlielich die Werte von Dosierung und
Spiegel miteinander verglichen werden.

Der graphische Vergleich der verabreichten Dosis und dem gemessenen Spiegel von (R)-
Methadon der einzelnen Patienten zeigte, dass Personen mit &hnlicher Dosierung nicht not-
wendiger Weise den gleichen Spiegel aufwiesen (Abb. 23). Bei den Probanden #39, #40 und
#98 Uberstiegen die Werte der gemessenen (R)-Methadonspiegel die der verabreichten Dosie-
rung. Die graphische Darstellung der Korrelation zwischen Dosierung und ermitteln Spiegel
von (R)-Methadon zeigte zwar eine breite Streuung aber auch eine gewisse Korrelation (Abb.
24). Bei Betrachtung des graphischen Vergleichs von Dosis und Spiegel von Gesamt- und (S)-

Methadon zeigten sich ahnliche Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Vergleich von Dosis und Spiegel von (R)-Methadon
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Abb. 23: Graphische Darstellung der Dosierung und Spiegel von (R)-Methadon der einzelnen Patienten. ¥ Patientin
#85: unterzog sich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion; ? Patient # 115: hat eine Leberzirrhose; ® Patien-
ten #39, #71, #72, #100, #128 haben ein Alkoholproblem
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Da die Daten der verabreichten Dosen bzw. der gemessenen Spiegel an (R)-Methadon nicht
normal verteilt sind, wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (Spearman-p-
Test) [Spearman, 1904] berechnet. Dabei ergaben sich fur die Korrelation zwischen Dosis und
Spiegel von (R)-Methadon ein Koeffizient von 0,57 und eine Signifikanz von 0,000. Somit ist
die Korrelation auf dem 1 % Niveau als signifikant anzusehen. Der Vollstandigkeit halber
wurde der Rangkorrelationskoeffizient ebenfalls fiir Gesamt- und (S)-Methadon berechnet.
Die erhaltenen Werte von 0,54 bzw. 0,000 (Gesamtmethadon) und 0,44 bzw. 0,000 ((S)-
Methadon) zeigten auch hier einen signifikanten Zusammenhang zwischen verabreichter Do-
sis und gemessenem Spiegel. Die getrennte Berechnung der Korrelation nach Spearman der
méannlichen und weiblichen Methadonpatienten ergab fir (R)-Methadon einen Korrelations-
koeffizienten von 0,53 (Ménner) bzw. 0,64 (Frauen) und eine Signifikanz von 0,000 fur beide
Geschlechter. Fur Gesamtmethadon wurden Werte von 0,51 bzw. 0,000 (Manner) und 0,54
bzw. 0,000 (Frauen) und fiir (S)-Methadon Werte von 0,34 bzw. 0,028 (Ménner) und 0,49
bzw. 0,003 (Frauen) erhalten. Somit ist die Korrelation zwischen Dosis und Spiegel bei Mén-
nern und Frauen fir (R)- und Gesamtmethadon bzw. fiir (S)-Methadon bei Frauen auf dem
1 % Niveau signifikant. Bei den ménnlichen Patienten kann beziiglich (S)-Methadon die Kor-

relation ausschlielich auf einem 5 % Niveau nicht abgelehnt werde.

5.2.3.2 Quotient aus verabreichter Dosis und gemessenem Spiegel von
Methadon

Zur Veranschaulichung des Abbaus von Methadon und dem Verhéltnis der verabreichten Do-
sis zu dem gemessenen Spiegel von Methadon wurden die Quotienten aus den Werten von
Dosis und Spiegel von Methadon gebildet. Dies entspricht der Berechnung des Verteilungsvo-
lumens eines Medikaments, das definiert wird als das fiktive Volumen eines Korpers, in das
ein bestimmter Wirkstoff sich vom Blutplasma ausgehend verteilt. Das Verteilungsvolumen
tragt die Einheit I/kg. Da in dieser Arbeit allerdings nicht auf die individuelle Verteilung von
Methadon, sondern ausschliellich auf die Variationen zwischen Dosis und Spiegel der einzel-
nen Patienten und dem Zusammenhang zwischen diesen und dem Genotyp von CYP2D6 ein-
gegangen werden soll, wurde auf die Benennung des Quotienten mit der Einheit I/kg im Fol-
genden verzichten.

Bei der Berechnung der Quotienten aus Dosis und Spiegel ergaben sich fiir die restlichen 89
Methadonpatienten Werte fur Gesamtmethadon von 0,51 bis 25,90 und fiir (R)-Methadon von
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0,45 bis 21,63. Die 71 Personen, die im Rahmen des Substitutionsprogramms rac-Methadon
erhielten, zeigten Quotienten flr (S)-Methadon von 0,37 bis 44,32. Da bei den Probanden
#39, #40 und #98 die Werte des Spiegels grolier waren als die der verabreichten Dosis erhielt
man bei dieser Berechnung auch Quotienten < 1. Die graphische Darstellung zeigt zum einen
die grolie Bandbreite an erhaltenen Werten und zum anderen groRe Unterschiede bei den ein-
zelnen Patienten beziiglich der Quotienten von (R)- und (S)-Methadon (Abb. 25 zeigt die be-
rechneten Quotienten aus Dosis und Spiegel von (R)- und (S)-Methadon der einzelnen Metha-

donpatienten).
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Abb. 25: Quotienten aus Spiegel und Dosis von (S)- und/oder (R)-Methadon der Methadonpatienten. 18 der Patienten erhielten
L-Polamidon, somit konnten ausschlielich Quotienten aus Spiegel und Dosis von (R)-Methadon gebildet werden (—). Den
tibrigen 71 Personen wurde rac-Methadon verabreicht.

Nach Angaben des behandelnden Arztes: ¥ Patientin #85: unterzog sich zusatzlich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduk-
tion; ? Patient #115: hat eine Leberzirrhose; ® Patienten # 39, #71, #72, #100 uns #128 haben ein Alkoholproblem
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Die Verteilung der Haufigkeiten der Quotienten aus Dosis und Spiegel von Gesamt-, (R)- und
(S)-Methadon zeigte jeweils eine Linksverschiebung und somit eine nicht normale Verteilung
der Daten (Abb. 26) mit Medianwerten von 4,05 fiir Gesamtmethadon, 3,89 fur (R)-Methadon
und 4,50 fir (S)-Methadon, was annéhernd dem fur Methadon berechneten Verteilungsvolu-
men von 4 I/kg entspricht [Nilsson et al., 1982(2)].

Bei Patientin #85 (antivirale Therapie mit Enzyminduktion) ergaben sich Quotienten, die mit
Werten von 6,7 fir Gesamtmethadon, 7,1 flr (R)-Methadon und 6,4 fiir (S)-Methadon ober-
halb der ermittelten Medianwerte der Allgemeinheit lagen. VVon den Patienten mit Alkohol-
problemen zeigte ausschlieRlich Patient #39 Werte, die weit unterhalb der berechneten mittle-
ren Quotienten lagen (0,5 fur Gesamtmethadon, 0,8 fir (R)-Methadon und 0,4 fur (S)-
Methadon). Bei den Patienten #71, #100 und #128 wurden Quotienten aus Dosis und Spiegel
erhalten, die ein wenig (#71: 6,7 fur Gesamtmethadon, 3,9 fur (R)-Methadon und 5,9 fiir (S)-
Methadon; #100: 7,8 fir Gesamtmethadon, 9,0 fir (R)-Methadon und 6,9 fir (S)-Methadon)
bzw. weit (#128: 18,5 fur Gesamtmethadon, 15,9 fir (R)-Methadon und 22,1 fur (S)-
Methadon) oberhalb der ermittelten Medianwerte fur die gesamte Patientengruppe lagen. Die
Patienten #72 (Alkoholproblem) und #115 (Leberzirrhose) erhielten im Rahmen des Substitu-
tionsprogramms L-Polamidon. Fir diese beiden Probanden wurden Werte von 1,7 (#72) bzw.
2,0 (#115) fur Gesamt- und (R)-Methadon erhalten und zeigten somit im Vergleich mit den

anderen Patienten eher niedrige Werte fur die Quotienten aus Dosis und Spiegel.

Haufigkeit
Haufigkeit
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Quotient: Dosis/Spiegel Gesamtmethadon Quotient: Dosis/Spiegel (R)-Methadon Quotient: Dosis/Spiegel (S)-Methadon

Abb. 26: Verteilung der berechneten Quotienten aus Dosis und Spiegel von Gesamt- und (R)-Methadon der (brigen 89
Patienten die im Rahmen des Substitutionsprogramms L-Polamidon bzw. rac-Methadon erhielten und von (S)-Metha-
don der 71 Methadonpatienten die rac-Methadon verabreicht bekommen haben. Aufgetragen sind die Haufigkeiten (Y-
Achse) gegen die berechneten Quotienten aus Dosis und Spiegel (X-Achse). Fur die Darstellung wurden die berechne-
ten Quotienten in Klassen von 1,66 fur Gesamt- und (R)-Methadon bzw. von 3,33 fur (S)-Methadon eingeteilt.

Die Verteilungen der Quotienten aus Dosis und Spiegel bei Mannern bzw. Frauen zeigten bei

Gesamt-, (R)- und (S)-Methadon ebenfalls keine Normalverteilung (Daten nicht gezeigt). Die
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berechneten Medianwerte lagen fiir die Quotienten von Gesamtmethadon bei 3,77 (Mé&nner)
und 4,10 (Frauen). Fir (R)-Methadon ergab sich bei den ménnlichen Patienten ein Wert von
3,80, bei den weiblichen Patienten von 4,28 und fir (S)-Methadon lagen die Medianwerte bei
3,78 (Méanner) und 5,04 (Frauen). Aufgrund der nicht normalen und unabhéngigen Verteilung
der Quotienten aus der jeweilig verabreichten Dosis und dem dazu ermittelten Spiegel von
Methadon wurde fur einen statistischen Vergleich wiederum ein Mann-Whitney-U Test
[Mann und Whitney, 1947] durchgefiihrt. Dabei wurden p-Werte von 0,467 fur Gesamtme-
thadon, 0,442 fur (R)-Methadon und 0,337 fir (S)-Methadon erhalten. Somit zeigten sich zwi-
schen den mannlichen und weiblichen Patienten, bezliglich der errechneten Quotienten aus

Dosis und Spiegel ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

5.2.3.3 Vergleich: Quotient aus Dosis und Spiegel von (R)-Methadon
und CYP2D6 Genotyp

Die drei Personen, die aufgrund ihres Genotyps dem PM Phénotyp zuzuordnen sind lagen
bezliglich der berechneten Quotienten aus Dosis und Spiegel von (R)-Methadon, mit Werten
von 1,54, 3,73 und 4,39 ein wenig unterhalb bzw. oberhalb und die beiden IM unterhalb (1,32
und 1,65) des zuvor ermittelten Medianwerts der gesamten Patientengruppe von 3,89. Die
graphische Darstellung (Abb. 27) zeigt, dass sich die Personen mit einem PM Phanotyp somit
auf der linken Seite und im mittleren Bereich der Abbildung und die Patienten die infolge
ihres Genotyps den IMs zuzuordnen sind, im linken Bereich finden.

Die drei UMs verteilen sich mit Quotienten von 0,45, 3,00 und 4,88 beziiglich des allgemei-
nen Medianwerts von 3,89 und der graphischen Darstellung &hnlich den Personen, die dem
PM Phanotyp zuzuordnen sind (Abb.27). Bei den 17 Patienten die aufgrund einer defekten
Kopie des CYP2D6 Gens und der Ermangelung an der -1584C>G Mutation auf dem intakten
Allel moglicherweise einen IM Phanotyp ausprégen, wurden Quotienten aus Dosis und Spie-
gel von (R)-Methadon erhalten, die von 2,11 bis 15,90 reichten und sich somit tber die ge-
samte Bandbreite der errechneten Quotienten erstreckten (Abb.27). Die Ubrigen 64 Personen,
die einen EM Phénotyp ausprégen sollten, verteilten sich mit Werten von 0,82 bis 21,63 eben-
falls Uber den gesamten Bereich an berechneten Quotienten aus verabreichter Dosis und ge-
messenem Spiegel (Abb. 27 zeigt die berechneten Quotienten aus verabreichter Dosis und

gemessenem Spiel von (R)-Methadon der einzelnen Methadonpatienten).
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Abb. 27: Quotienten aus Dosis und Spiegel von (R)-Methadon der restlichen 89 Methadonpatienten und die Zuord-

nung der zuvor detektierten Genotypen und der daraus resultierenden Phanotypen. Personen ohne Kennzeichnung mit
einem Pfeil zeigten einen Genotyp, der zur Auspragung eines EM Phénotyps fihren sollte.

Y patientin #85: unterzog sich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion; ? Patient # 115: hat eine Leberzirrhose;
% Patienten #39, #71, #72, #100, #128 haben ein Alkoholproblem
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Um den Einfluss des CYP2D6 Genotyps auf das Verhaltnis der verabreichten Dosis zu dem
gemessenen (R)-Methadonspiegel besser beurteilen zu kénnen, wurden die Medianwerte der
Quotienten innerhalb der flnf ermittelten wahrscheinlichen Phanotypen ermittelt und mitein-
ander verglichen. Dabei ergab sich, dass ausschlieBlich die Individuen, die einen IM Phéno-
typ auspragen sollten, weit unterhalb (1,48) des flr die gesamte Patientengruppe berechneten
Medianwerts von 3,89 lagen. Die lbrigen Gruppen zeigten Medianwerte, die annahernd dem

allgemeinen mittleren Quotienten entsprachen (Abb. 28, Tabelle 24)

Abb.28:
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Tabelle 24:

* Medianwerte
Phanotyp | Quotienten: Dosis/Spiegel
(R)-Methadon

PM 3,73
) S IM 1,48
IM/EM 3,99

EM 3,96
+ UM 3,00
? $ allgemein 3,89

T T T T T
PM M IM/EM EM um
Genotyp

Graphische Darstellung der Verteilung (Abb.28) und tabellarische Auflistung der Medianwerte (Tabelle 24) der
berechneten Quotienten aus Dosis und Spiegel von (R)-Methadon der Individuen, die aufgrund ihres Genotyps

dem PM, IM, IM/EM, EM bzw. UM Phénotyp zugeordnet wurden.

Da die Haufigkeiten der berechneten Quotienten aus Dosis und Spiegel wiederum nicht nor-
mal verteilt sind, erfolgte die statistische Bewertung ebenfalls tiber einen Kruskal-Wallis-Test
[Kruskal und Wallis, 1952]. Fir die Quotienten aus Dosis und Spiegel von (R)-Methadon
ergab sich hierbei ein p-Wert von 0,154 und somit kein signifikanter Unterschied zwischen
den einzelnen ermittelten Genotypen und den daraus resultierenden wahrscheinlichen Phano-
typen. Der Vollstandigkeit halber wurde dieser Test ebenfalls fir Gesamt- und (S)-Methadon
durchgefihrt, wobei p-Werte von 0,128 und 0,058 erhalten wurden. Folglich kann die Hypo-
these, dass sich das Verhaltnis von Dosis zu Spiegel bei Gesamt- und (S)-Methadon zwischen

den einzelnen ermittelten Genotypen signifikant unterscheidet, abgelehnt werden.
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6 Diskussion

6.1 Genotypisierung

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von CYP2D6 auf den Metabolismus von Methadon bei 96
Personen, die an einem Drogensubstitutionsprogramm teilnahmen, untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden die Nullalele CYP2D6*3, *4, *5 und *6, die in der europdischen Be-
volkerung am haufigsten fiir einen PM Phénotyp verantwortlich sind [Kagimoto et al., 1990;
Gaedigk et al., 1991; Broly et al., 1991; Saxena et al., 1994; Daly et al., 1995; Sachse et al.,
1997; Leathart et al., 1998, Daly, 2003], die Duplikation des CYP2D6 Gens, die einen UM
Phénotyp bedingt [Johansson et al., 1993; Agundez et al., 1995; Dahl et al., 1995] sowie die
Mutation -1584C>G im regulatorischen Bereich des Gens, die vermutlich ebenfalls einen Ein-
fluss auf die Enzymaktivitiat hat [Raimundo et al., 2000; Lovlie et al., 2001; Zanger et al.,
2001; Zanger et al., 2004], untersucht werden. Zum Nachweis dieser Mutationen mussten
zuerst geeignete Nachweissysteme etabliert werden. Hierbei sollte, in Bezug auf die mogliche
Verwendung im Routinebetrieb, in erster Linie darauf geachtet werden, dass diese Methoden

wenig Zeit und Material in Anspruch nehmen.

6.1.1 Nachweis der Allele CYP2D6*3, *4 und *6 sowie der
Mutation -1584C>G

Zum Nachweis der fiir die Allele CYP2D6*3, *4 und *6 verantwortlichen Mutationen sowie
dem Basenaustausch -1584C>G im regulatorischen Bereich von CYP2DG6 ist die hier entwi-
ckelte Multiplex-PCR eine zeit- und materialsparende Methode. Fiir die gleichzeitige und
spezifische Darstellung aller Fragmente wurden zwei Standard-PCRs mit allelspezifischen
PCRs kombiniert. Im Hinblick auf die spezifische Darstellung aller Allele und der damit ver-
bundenen hohen Stringenz musste teilweise auf die ausgewogene Darstellung aller Fragmente
verzichtet werden. Dariiber hinaus zeigte sich, dass die eingesetzte DNA-Menge sowie die
DNA-Qualitit eine entscheidende Rolle spielte. Bei einer Menge von < 500 pg pro Reakti-

onsansatz konnten einzelne Fragmente oftmals nicht mehr dargestellt werden. Uberschritt die
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DNA-Menge 1 ng kam es zu Verfdlschungen der Ergebnisse durch unspezifische Bindungen
und Farbdurchschliage. AuBlerdem wurden mit niedermolekularer DNA bessere Ergebnisse
erzielt als mit hochmolekularer DNA, was moglicherweise an einer unterschiedlichen Zu-
génglichkeit der Primerbindungsstellen liegt.

Die Uberpriifung der einzelnen zu untersuchenden Genorte iiber Restriktionsverdau bzw. Se-
quenzierung aller hier untersuchten Proben zeigte jedoch, dass die in dieser Arbeit etablierte
Multiplex-PCR eine zuverldssige Methode zum Nachweis der oben genannten Mutationen ist.
Fiir einen Einsatz dieser Methode fiir den routinemédBigen Nachweis dieser Mutationen im
CYP2D6 Gen wire dennoch eine hdohere Stabilitit wiinschenswert. Um dies zu erreichen
konnte zum Beispiel getestet werden, in wie weit Tween 20, Triton X-100 [Levinson et al.,
1992], B-Mercaptoethanol [Chamberlain et al., 1988; Gibbs et al., 1990; Runnebaum et al.,
1991] bzw. Tetramethylammoniumchlorid [Ugozzoli und Wallace, 1992] nicht-spezifische
Bindungen minimiert. Um eine ausgewogenere Intensitit der Amplifikate zu erhalten, konnte
man auch die Oligonukleotid-Primer fiir die limitierten Amplikons zuerst dem Reaktionsan-
satz zugeben und nach ein paar Zyklen die restlichen Primer beifiigen [Edwards und Gibbs,
1994]. Zu guter Letzt konnte man auch neue Oligonukleotid-Primer bzw. weitere Konzentra-
tionen der bestehenden Primer austesten.

Dariiber hinaus ist es auch mdglich, auf andere Nachweissysteme auszuweichen. So gibt es
noch die Mdglichkeit der Minisequenzierung, Pyrosequenzierung, Invader Assays und bereits
etablierte einzelne TagMan Assays zum Nachweis von SNPs [Shi, 2001; Wang et al., 2007].
Jedoch kann hier nur jeweils ein SNP pro Ansatz getestet werden, was wesentlich zeitauf-
windiger und teilweise auch kostenintensiver ist. Microarrays, wie der Assay mit der Nano-
Chip® Molecular Biology Workstation von Nanogen zeigte dagegen bereits bei dem gleich-
zeitigen Nachweis von verschiedenen SNPs [Erali et al., 2003; Schrijver et al., 2003; Huang
et al., 2004; Ferrari et al., 2005] sowie der Genotypisierung von CYP2D6 gute Ergebnisse
[Lee et al., 2007].
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6.1.2 Nachweis der Deletion (CYP2D6*5) sowie der
Duplikation des CYP2D6 Gens

Die erste beschriebene Methode zum Nachweis der Deletion und Duplikation des CYP2D6
Gens erfolgte liber eine Analyse mittels RFLP und anschlieBendem Southern Blotting. Mit
dem dabei verwendetet Restriktionsenzym Xbal erhielt man je nach Genotyp Fragmente von
29 kb (keine Deletion bzw. Duplikation des CYP2D6 Gens), 44 kb (assoziiert mit dem
CYP2D6*4 Allel), 13 kb (Deletion des CYP2D6 Gens) bzw. 42 kb (Duplikation des CYP2D6
Gens) [Gaedigk et al., 1991; Gonzalez et al., 1988; Meyer et al., 1990]. Diese Methode ist
allerdings duflerst zeitaufwendig und es wird eine grole Menge an qualitativ hochwertiger
DNA bendétigt. Dariiber hinaus ist es nicht moglich, die exakte Kopienzahl des CYP2D6 Gens
zu bestimmen [Steen et al., 1995(1)].

Es wurden ebenfalls bereits verschiedene PCRs von langen Fragmenten, so genannte XL-
PCRs zum Nachweis der Deletion und Duplikation des CYP2D6 Gens ohne interne Kontrolle
[Steen et al., 1995(1); Johansson et al., 1996] bzw. mit interner Kontrolle [Lundqvist et al.,
1999; Lovlie et al., 1996], eine Multiplex Long-PCR [Hersberger et al., 2000] sowie ein mul-
tipler Assay zum gleichzeitigen Nachweis von Deletion und Duplikation des CYP2D6 Gens
und der meisten SNPs [Roberts und Kennedy, 2006] beschrieben. Die in dieser Arbeit unter
anderem verwendeten PCRs zum Nachweis von langen Fragmenten zdhlen ebenfalls zu den
XL-PCRs mit interner Kontrolle. Die Duplikation des CYP2D6 Gens konnte mit der hier etab-
lierten XL-PCR zuverldssig nachgewiesen werden. Bei dem Nachweis der Deletion von
CYP2D6 (CYP2D6*5) konnte allerdings die interne Kontrolle, das ca. 15 kb Wildtyp-
Fragment auch nach den verschiedensten Verdnderungen der PCR-Bedingungen, wie zum
Beispiel eine Verldngerung der Extensionszeit, Verringerung der Anlagerungstemperatur
bzw. eine Erhohung der ANTP und Mg(OAc),-Konzentration im Reaktionsansatz nicht erhal-
ten werden. Es zeigte sich ausschlieBlich, dass die hier verwendeten Oligonukleotid-Primer
bei einer Verringerung der Stringenz unspezifische Primer-Bindungen eingehen. Aus diesem
Grund und da das ca. 2,7 kb groBBe Fragment, das nach erfolgter Deletion entsteht, mit dieser
PCR jedoch zuverlissig erhalten werden konnte, wurde auf die Darstellung der internen Kon-
trolle vorerst verzichtet. Mit weiteren Austestungen anderer PCR-Bedingungen bzw. anderer
Oligonukleotid-Primer kénnte man das ca. 15 kb Wildtyp-Fragment und somit die interne
Kontrolle dieser PCR moglicherweise erhalten. Der Nachweis von Duplikation und Deletion

mittels PCR ist dennoch eine zeitsparendere Methode als die herkommlich verwendete RFLP-
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Analyse. Man ben6tigt allerdings auch hier eine grole Menge an hochmolekularer DNA und
es besteht wiederum keine Mdglichkeit, die exakte Kopienzahl des CYP2D6 Gens zu bestim-
men. Dariiber hinaus ist diese Methode durch das hohe Risiko von Ausfillen fiir den Routine-
betrieb mit einem hohen Probendurchsatz nicht geeignet [Meijerman et al., 2007].

Ein Real-Time PCR Assay zum Nachweis der Duplikation, Deletion sowie der exakten Ko-
pienzahl des CYP2D6 Gens wurde von Schaeffeler et al. (2003) beschrieben. Hierbei binden
die Oligonukleotid-Primer und die TagMan-Sonde fiir CYP2D6 innerhalb von Exon 9. Die
Bestimmung der Kopienzahl erfolgt dann iiber einen Vergleich mit der Menge an Albumin
Gen (internes Referenzgen). Zur Uberpriifung der Ergebnisse beziiglich der Duplikation bzw.
Deletion des CYP2D6 Gens in dieser Arbeit wurde ebenfalls ein Real-Time PCR Assay he-
rangezogen. Zur Bestimmung der Kopienzahl des CYP2D6 Gens wurden die Oligonukleotid-
Primer und die TagMan-Sonde von Schaeffeler et al. (2003), anstatt des Albumin Gens als
Referenz der Quantifiler Human DNA Quantification Kit verwendet. Hierbei konnten aller-
dings die erwarteten Verhiltnisse zwischen der Menge an CYP2D6 und Referenz von 0:1
(keine Genkopie), 0,5:1 (eine Genkopie), 1:1 (zwei Genkopien) bzw. 1,5:1 (drei Genkopien)
usw. nicht erhalten werden. Bei der Quantifizierung mittels Quantifiler Human DNA Quanti-
fication Kit wurde grundsitzlich eine ca. 1,5 bis 1,7mal hohere DNA-Menge gemessen, als
bei der Bestimmung der DNA-Menge iiber den Real-Time PCR Assay fiir CYP2D6. Dabei
zeigte sich ebenfalls, dass die DNA-Qualitit fiir diesen Nachweis eine gewisse Rolle spielt.
So erhielt man unter Verwendung von hochmolekularer DNA (Isolierung mittels Phenol-
Chloroform) groflere Mengenunterschiede zwischen den beiden verwendeten Assays (ca.
1,7:1) als mit niedermolekularer DNA (Isolierung mittels Chelex; ca. 1,5:1). Trotz dieser Ab-
weichungen konnte die Kopienzahl des CYP2D6 Gens jedoch zuverldssig bestimmt werden.
Der Mengenunterschied bei den beiden verwendeten Real-Time PCR Assays ist hochst wahr-
scheinlich darauf zuriickzufiihren, dass die Oligonukleotid-Primer und die TagMan Sonde des
Quantifiler Human DNA Quantification Kit eine hohere Bindungseffizienz aufweisen, als die
zur Bestimmung der Menge an CYP2D6 Gen. Dariiber hinaus ist davon auszugehen, dass die
PCR-Bedingungen in einem kommerziell genutzten Kit so optimiert wurden, dass eine hochst
mogliche Amplifikationseffizienz erreicht wird. Mittlerweile ist ebenfalls bekannt, dass ein
SNP, der bei den Alleleln CYP2D6*10 und CYP2D6*36 zu finden ist die Bindung der Taq-
Man Sonde negativ beeinflusst und dadurch die Quantifizierungseftfizienz herabsetzt. In die-
sem Fall wird ebenfalls eine geringere Menge an CYP2D6 detektiert, als tatsdchlich vorhan-
den ist. Bei Bodin et al. (2005) wurde ein weiterer Real-Time PCR Assay zum Nachweis der

Deletion und Duplikation bzw. zur Bestimmung der Kopienzahl des CYP2D6 Gens beschrie-
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ben. Die Oligonukleotid-Primer und die TagMan Sonde fiir diesen Test binden innerhalb des
Intron 6, wo bis jetzt noch keinerlei Mutationen nachgewiesen wurden. Als Referenzgen wird
bei diesem Assay nicht das Albumin Gen sondern das Gen fiir die RNase P verwendet [Bodin
etal., 2005].

Mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Real-Time PCR Assays konnten die Ergeb-
nisse der zuvor etablierten XL-PCRs abgesichert werden. Dennoch sollte fiir einen aus-
schlieBlichen Nachweis der Kopienzahl von CYP2D6 mittels TagMan Assay ein anderes Re-
ferenzgen bzw. die Methode nach Bodin et al. (2005) getestet werden. Ansonsten ist die Real-
Time PCR auf jeden Fall eine zeit- und materialsparende, sowie einfach durchzufiihrende
Methode zum Nachweis der Deletion und Duplikation bzw. Bestimmung der exakten Kopien-
zahl von CYP2D6 und scheint bis jetzt am besten fiir einen Routinebetrieb mit hohem Pro-

bendurchsatz geeignet zu sein.

6.2 Allelhaufigkeiten

In der vorliegenden Arbeit wurden mit den zuvor etablierten Methoden 96 Personen, die im
Rahmen eines Drogensubstitutionsprogramms Methadon erhielten und eine Gruppe von 103
Referenzpersonen auf die Allele CYP2D6*3, *4, *6 und *9 den Basenaustausch -1584C>G
sowie die Duplikation des CYP2D6 Gens hin untersucht. Es zeigte sich, dass die Allelhdufig-
keiten der beiden Untersuchungskollektive keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. Da-
durch kann man also davon ausgehen, dass CYP2D6 bzw. die Variation in der CYP2D6 Akti-
vitdt nichts mit der Anfélligkeit fiir Heroinabhéngigkeit zu tun hat und somit in diesem Sinne

kein suchterzeugender Faktor ist.

6.2.1 PM Genotyp

Unter den Methadonpatienten fanden sich drei, innerhalb der Referenzgruppe vier Probanden
mit zwei defekten Kopien des CYP2D6 Gens (CYP2D6*3/*4, *4/*4 bzw. *4/*6), was einer
Frequenz von ca. 3,1 bzw. 3,8 % an PM in den beiden Untersuchungskollektiven entspricht.
Phénotypisierungen zufolge sollten jedoch 5 bis 10 % der europidischen Bevolkerung einen

PM Phénotyp auspragen [Mahgoub et al., 1977; Eichelbaum et al., 1979; Bertilsson, 1995;
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Jurima-Romet et al., 1997; Sachse et al., 1997]. Die etwas geringere Frequenz innerhalb der
in dieser Arbeit untersuchten Gruppen ist moglicherweise zum einen auf die geringe Stich-
probenzahl zuriickzufiihren. Zum anderen wurden die beiden Untersuchungskollektive aus-
schlieBlich auf die Nullallele, die am héufigsten in der kaukasischen Bevdlkerung auftreten
und fiir den PM Phénotyp verantwortlich zu sein scheinen (CYP2D6*3, *4, *5 und *6) hin
untersucht. Die Allele CYP2D6*7 [Evert et al., 1994], *8 [Broly et al., 1995], *11 [Marez et
al., 1995], *12 [Marez et al., 1996], *13 [Panserat et al., 1995], *14 [Wang et al., 1999], *15
[Sachse et al., 1996], *16 [Daly et al., 1996(2)], *18 [Yokoi et al., 1996], *19 [Marez et al.,
1997], *20 [Marez-Allorge et al., 1999], *21 [Chida et al., 1999; Yamazaki et al., 2003], *38
[Leathart et al., 1998], 40* [Gaedigk et al., 2002], *42 [Gaedigk et al., 2003(2)] und *44 [Y-
amazaki et al., 2003], die ebenfalls beziiglich bestimmter Substrate bzw. generell fiir ein nicht
funktionelles CYP2D6 Enzym kodieren sowie die bis jetzt ausschlieBlich in vitro untersuch-
ten Nullallele CYP2D6*56 [Li et al., 2006] und *62 [Klein et al., 2007] wurden in dieser Ar-
beit nicht beriicksichtigt, da sie in der europdischen Bevdlkerung, wenn iiberhaupt nur mit
einer duflerst niedrigen Frequenz auftreten. Dennoch kann das Auftreten eines oder mehrerer
dieser Allele in den hier untersuchten Personengruppen nicht génzlich ausgeschlossen wer-
den. Die Sequenzierung des gesamten CYP2D6 Gens aller Probanden konnte iiber das Vor-
kommen dieser seltenen Nullallele Aufschluss geben und mogliche weitere PMs identifizie-

ren.

6.2.2 IM Genotyp

Mit dem Oligonukleotid-Primerpaar 2549Adelf und 2549Adelr zum Nachweis der Deletion
des Adenins an Position 2549 (CYP2D6*3) konnte die fiir CYP2D6*9 charakteristische 3bp-
Deletion 2613-2615delAGA nachgewiesen werden. Dieses Allel kodiert fiir ein Enzym mit
verminderter Aktivitdt [Tyndale et al., 1991; Broly und Meyer, 1993]. Insgesamt wiesen 5
Methadonpatienten und 2 Personen der Referenzgruppe diese Variante auf. Bei drei Metha-
donpatienten und den beiden Refernzpersonen trat CYP2D6*9 in Kombination mit einem
Wildtyp Allel auf, was die Ausprdagung eines EM Phénotyps zur Folge haben sollte. Zwei
Probanden der Methadongruppe zeigten allerdings einen heterozygoten Genotype fiir Allel
CYP2D6*9 und ein Nullallel (CYP2D6*4/ CYP2D6*9 und CYP2D6*6/ CYP2D6*9) und wa-
ren somit den IMs zuzuordnen. Mit 2,1 % liegt die hier ermittelte Frequenz an IMs jedoch

unterhalb der in der Literatur beschriebenen von etwa 5 bis 10 %. Dies ist zum Teil darauf
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zurlickzufiihren, dass die Probanden in der vorliegenden Arbeit auf keine weiteren Allele, die
fiir ein Enzym mit verminderter Aktivitdt kodieren, wie CYP2D6*10 und CYP2D6*17 unter-
sucht wurden. Zum einen kommen diese Allele in der europdischen Bevolkerung wenn {iber-
haupt nur sehr selten vor [Masimirembwa et al., 1996; Droll et al., 1998; Leathart et al., 1998;
Tateishi et al., 1999; Wennerholm et al., 1999; Garcia-Barcelo et al., 2000; Teh et al., 2001;
Wan et al., 2001; Zanger et al., 2001; Yu et al., 2002] und zum anderen konnen Kombinatio-
nen aus zwei Allelen, die fiir ein Enzym mit verminderter Aktivitdt kodieren ebenfalls nur bei
einem geringen Teil der IMs nachgewiesen werden. Zur Erkldrung der {ibrigen Individuen,
die einen IM Phénotyp auspridgen, wird in der Literatur ein Gendosiseffekt bei Personen mit
einem Null- und einem Wildtypallel diskutiert. Bei einigen dieser Individuen zeigt sich auch
tatsachlich ein IM Phinotyp, andere dagegen weisen eine normale Enzymaktivitdt auf [Daly,
2003; Griese et al., 1998]. Zur Erkldrung wird die Mutation -1584C>G im regulatorischen
Bereich des CYP2D6 Gens, die mit einer erhohten Transkriptionsrate und somit mit einer ho-
heren Enzymaktivitdt assoziiert wird, herangezogen. Findet sich diese Mutation im Promotor-
bereich des Allels, dass fiir ein intaktes Enzym kodiert, sollte die vermehrte Transkription den
Verlust an der Enzymmenge, bedingt durch das Nullallel kompensieren und einen EM Phéno-
typ zur Folge haben. Unter dieser Annahme konnte die Wildtypsequenz (-1584C) im regulato-
rischen Bereich des intakten Allels in Kombination mit einem Nullallel zur Auspragung eines
IM Phénotyps fiithren. In der Vorliegenden Arbeit konnte bei 31 Probanden des Substitutions-
programms und 38 Referenzpersonen ein fiir ein Nullallel heterozygoter Genotyp nachgewie-
sen werden. Dariiber hinaus wiesen 18 bzw. 28 dieser Personen keine -1584G Mutation son-
dern die Wildtypsequenz -1584C im Promotorbereich des Nullallels sowie des intakten Allels
auf. Dies entspricht einer Frequenz von ca. 18 % bzw. 27 % in den beiden Gruppen und liegt
somit weit oberhalb des in der Literatur ermittelten Anteils an IMs in der europdischen Be-
volkerung.

Das Fehlen der Mutation -1584G im regulatorischen Bereich des CYP2D6 Gens findet man
unter anderem auch bei dem Allel CYP2D6*41, das ebenfalls fiir ein Enzym mit verminderter
Aktivitdt kodiert. Es wird angenommen, dass der grofite Teil an IMs durch die Kombination
dieses Allels mit einem Nullallel erklart werden kann. Die herabgesetzte Enzymaktivitit wur-
de zuerst auf eine niedrigere Transkriptionsrate, bedingt durch die Wildtypsequenz im Promo-
torbereich des CYP2D6*41 Allels zuriickgefiihrt [Raimundo et al., 2000; Zanger et al., 2001,
Zanger et al., 2004]. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass ecine weitere fiir das Allel
CYP2D6*41 charakteristische Mutation in Intron 6 (2988G>A) fiir einen erhohten Anteil an

nichtfunktionellen Spleivarianten mit fehlendem Exon 6 verantwortlich ist. Somit fiihrt diese
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Mutation hochst wahrscheinlich zu einer verminderte Enzymaktivitdt und sollte als Schliis-
selmutation des Allels CYP2D6*41 betrachtet werden [Raimundo et al., 2004; Toscano et al.,
2006].

Der Nachweis des CYP2D6*41 Allels tiber die Mutation 2988G>A in Intron 6 wire demnach
in der vorliegenden Arbeit sehr hilfreich um den tatséchlichen Anteil an IMs unter den Pro-
banden der beiden Untersuchungskollektive, insbesondere unter den 18 Methadonpatienten
bzw. 28 Referenzpersonen, die einen heterozygoten Genotyp fiir ein Nullallel und ein Allel
mit der Wildtypsequenz -1584C im regulatorischen Bereich zeigen, zu definieren. Dariiber
hinaus kdnnten, zur Abrundung der hier erhaltenen Daten, zusétzlich die Allele CYP2D6*10
und CYP2D6*17, die ebenso zur Auspriagung eines IM Phénotyp beitragen konnen, in die
Untersuchung einbezogen werden. Da diese beiden Allele jedoch duBerst selten in der europé-
ischen Bevolkerung auftreten [Masimirembwa et al., 1996; Droll et al., 1998; Leathart et al.,
1998; Tateishi et al., 1999; Wennerholm et al., 1999; Garcia-Barcelo et al., 2000; Teh et al.,
2001; Wan et al., 2001; Zanger et al., 2001; Yu et al., 2002], wiirde man allerdings keine be-

deutende Auswirkung auf die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse erwarten.

6.2.3 UM Genotyp

Bei vier der Methadonpatienten und vier Probanden der Referenzgruppe konnte eine Duplika-
tion des CYP2D6 Gens nachgewiesen werden. Jedoch fand sich bei jeweils einem Individuum
aus jeder Gruppe zumindest ein Nullallel unter den drei vorhandenen Kopien des CYP2D6
Gens, was zur Auspriagung eines EM Phénotyps fiihren sollte. Damit wurde fiir beide Unter-
suchungskollektive eine Frequenz von etwa 3 % duplikationspositiver UMs erhalten. Insge-
samt zeigen allerdings ca. 7 % der europdischen Bevdlkerung eine erhohte Enzymaktivitat
beziiglich CYP2D6 und sind somit dem UM Phénotyp zuzuordnen [Johansson et al., 1993;
Agundez et al., 1995; Dahl et al., 1995].

Grundsatzlich kann nur bei einem Teil der Individuen, die einen UM Phénotyp ausprdgen die
erhohte Enzymaktivitdt {iber eine Duplikation des CYP2D6 Gens erklédrt werden. Bei einem
Grofteil der duplikationsnegativen UMs konnte das Allel CYP2D6*35, dass fiir ein Enzym
mit erhohter Aktivitdt kodiert [Leovlie et al., 2001] nachgewiesen werden. Dieses Allel zeigt
genau wie das Allel CYP2D6*2 die Mutation -1584C>G im regulatorischen Bereich des
Gens. Es wird angenommen, dass die erhohte Enzymaktivitét in direktem Zusammenhang mit

einer erhohten Transkriptionsrate bedingt durch die Mutation im Promotorbereich steht
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[Lovlie et al., 2001; Zanger et al., 2001; Gaedigk et al., 2003(1)]. In einer Studie von Allorge
et al. (2001) konnte allerdings nachgewiesen werden, dass die Expression bedingt durch das
Allel CYP2D6*35 als normal anzusehen ist. Dies ldsst darauf schlielen, dass die von diesem
Allel kodierte CYP2D6 Variante eine hohere katalytische Aktivitét, hervorgerufen durch ei-
nen der zusatzlich vorkommenden Basenaustausche (31G>A, 2850C>T und/oder 4180G>C),
die zu den Aminoséuresubstitutionen Vall 1Met, Arg296Cys und Ser486Thr fiihren, auspragt
[Allorge et al., 2001].

Insgesamt konnte bei 25 Methadonpatienten und 27 Referenzpersonen ein heterozygoter bzw.
bei 4 Individuen der Patientengruppe und 5 Personen der Referenzgruppe ein homozygoter
Genotyp beziiglich der -1584G Mutation nachgewiesen werden. Unter diesen Probanden fin-
den sich mdoglicherweise weitere Individuen, die einen UM Phénotyp auspriagen. Ein Nach-
weis des CYP2D6*35 Allels iiber die Polymorphismen 31G>A, 2850C>T und/oder 4180G>C
konnte diese duplikationsnegativen UMs identifizieren und die Frequenz innerhalb der beiden

Untersuchungskollektive erhohen.

6.2.4 EM Genotyp

Unter den 96 Methadonpatienten und 103 Referenzpersonen konnte bei 53 bzw. 55 Probanden
keine in dieser Arbeit untersuchten Mutationen, die eine Verringerung oder Inaktivierung der
Enzymaktivitdt bedingen, nachgewiesen werden. Diese Personen wurden der Gruppe zuge-
ordnet, die einen EM Phinotyp auspriagen. Dennoch ist, wie bereits unter den Punkten 6.2.1
bis 6.2.3 diskutiert wurde, nicht vollig auszuschlieBen, dass sich unter diesen Probanden Indi-
viduen finden, die dem PM, IM bzw. UM Phénotyp zuzuordnen sind. Dies koénnte nur durch
die Bestimmung weitere Allele, die die Enzymaktivitit beeinflussen bzw. durch eine Sequen-
zierung des gesamten CYP2D6 Gens ausgeschlossen werden. Aufgrund der niedrigen Fre-
quenz der iibrigen Allele ist dennoch davon auszugehen, dass nur wenige der hier untersuch-

ten Personen in die falsche Genotypklasse eingeordnet wurden.
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6.3 Dosierung, Spiegel bzw. Verhaltnis von Dosis zu

Spiegel von Methadon

Die im Rahmen des Substitutionsprogramms verabreichten Tagesdosen der 96 Methadonpati-
enten erstreckten sich in der vorliegenden Arbeit von 2 bis 400 mg Gesamtmethadon bzw. 1
bis 200 mg (R)- und (S)-Methadon. Der Grofiteil der Probanden erhielt Dosen zwischen 15
und 140 mg, was anndhernd der fiir eine erfolgreiche MMT beschriebenen durchschnittlichen
tdglichen Dosierung von 20 bis 120 mg Methadon entspricht [Dole und Nyswander, 1966;
Johnson et al., 2000; Strain et al., 1999; Caplehorn und Bell, 1991]. Der gemessene Spiegel
von Gesamtmethadon erstreckte sich von 0,05 bis 0,928 mg/l, und unterlag somit ebenfalls
groflen interindividuellen Schwankungen. Der prozentuale Anteil an (R)- bzw. (S)-Methadon
bei den Patienten, die im Rahmen des Substitutionsprogramms rac-Methadon erhielten wie-
sen mit Werten von 30 bis 80 % teilweise erhebliche Unterschiede auf. Ursache hierfiir ist
wahrscheinlich, dass einige der am Metabolismus von Methadon beteiligten Cytochrom P450
Enzyme beziiglich ihrer Aktivitét eine Stereoselektivitit gegeniiber den beiden Isomeren zei-
gen [Gerber et al., 2004; Kharasch et al., 2004; Totah et al., 2007]. Eine Variabilitdt in der
Enzymaktivitit bei den einzelnen Individuen konnte moglicherweise die Unterschiede zwi-
schen dem Anteil an (R)- und (S)-Methadon zum Teil erklaren. Um das Verhéltnis der verab-
reichten Dosis zu dem jeweilig gemessenen Methadonspiegel zu veranschaulichen wurden die
Quotienten aus den Werten von Dosis und Spiegel berechnet und miteinander verglichen. Die
so erhaltenen Werte zeigten eine gro3e Spannbreite fiir Gesamt-, (R)-und (S)-Methadon. Bei
den Quotienten < 1 iiberstiegen die Werte des ermittelten Spiegels die der verabreichten Do-
sis. Dies ist jedoch vermutlich eher darauf zuriickzufiihren, dass hier Werte mit unterschiedli-
chen Einheiten (mg/kg und mg/l) miteinander verglichen wurden und nicht auf den Beikon-
sum von zusétzlichem Methadon.

In der vorliegenden Arbeit konnte folglich eine groBe interindividuelle Variabilitéit beziiglich
der verabreichten Menge bzw. dem gemessenen Spiegel an Methadon beobachtet werden. Ein
deskriptiver Vergleich der verabreichten Dosis mit dem gemessenen Spiegel an Methadon,
sowie die Betrachtung der berechneten Quotienten zeigte auf, dass sich das Verhéltnis zwi-
schen Dosis und Spiegel bei den einzelnen Patienten stark unterscheiden kann. Dariiber hin-
aus wiesen Probanden, die im Rahmen der Therapie annéhernd gleiche Mengen an Methadon
erhielten, zum Teil starke Variationen im Bezug auf die Konzentration dieses Medikaments

im Blut auf [Eap et al., 2002]. Dennoch konnte in dieser Arbeit, wie bereits bei verschiedenen
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anderen Studien iiber die Dosierung und Blutplasmaspiegel von Methadon bei MMT Patien-
ten eine signifikante Korrelation zwischen verabreichter Menge und gemessener Blutkonzent-
ration festgestellt werden [Loimer und Schmid, 1992; Adelson et al., 2007; Eap et al., 2000].

Ein statistischer Abgleich der verabreichten Menge an Methadon mit dem Korpergewicht und
BMI zeigte auf, dass nur teilweise eine signifikante Korrelation besteht und somit das Ge-
wicht und die GroBe der Probanden, wenn liberhaupt nur einen geringen Einfluss auf die Do-
sierung von Methadon haben. Bei dem Vergleich der weiblichen und ménnlichen Patienten in
Bezug auf die verabreichte Dosis, den gemessenen Spiegel sowie des berechneten Quotienten
aus beidem konnte dagegen keinerlei Signifikanz festgestellt werden. Folglich scheint das
Geschlecht der Probanden die benétigte Menge sowie die Konzentration im Blut von Metha-

don nicht zu beeinflussen.

6.4 Einfluss von CYP2D6 auf Dosierung, Spiegel bzw.

Verhaltnis von Dosis zu Spiegel von Methadon

Um festzustellen in wie weit der Genotyp von CYP2D6 einen Einfluss auf die Variabilitdt in
Bezug auf die Dosierung, den Spiegel und das Verhéltnis von Dosis zu Spiegel von Methadon
hat, wurden die erhaltenen Ergebnisse der Genotypisierung mit den Werten von Dosis und
Blutkonzentration deskriptiv und statistisch miteinander verglichen. Da CYP2D6 allem An-
schein nach ausschlieBlich (R)-Methadon metabolisiert [Eap et al., 1997; Greenblatt et al.,
1999; Begre et al., 2002; Eap et al., 2002], wurde in erster Linie dieses Isomer zur Veran-
schaulichung einer Korrelation zwischen CYP2D6 und Methadon herangezogen.
Erwartungsgemil3 sollten Personen ohne ein funktionelles CYP2D6 Gen vergleichsweise
niedrige Dosen an (R)-Methadon erhalten. Probanden, die aufgrund ihres Genotyps einen UM
Phénotyp ausprdgen, wiirden eher hohe Mengen an Methadon benétigen. Personen mit einem
IM Genotyp sollten beziiglich ihrer Dosierung zwischen den PMs und EMs zu finden sein.

In der vorliegenden Arbeit erhielten die drei Probanden, die keine intakte Kopie des CYP2D6
Gens aufwiesen Dosen, die ein wenig unterhalb des Medianwerts der gesamten Patienten-
gruppe lagen. Somit hat es den Anschein, dass beziiglich des PM Genotyps zumindest ein
gewisser Einfluss auf die Gabe von Methadon besteht. Jedoch erhielt ausschlieBlich einer der
drei Personen, die ihrem Genotyp zu Folge dem UM Phéanotyp zuzuordnen sind im Vergleich

zu den iibrigen Patienten eine sehr hohe Dosis an (R)-Methadon. Den beiden anderen UMs
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dagegen wurde im Vergleich zu allen {ibrigen Patienten eine duferst niedrige Dosis verab-
reicht. Dabei erhielt Patient # 97 mit 0,139 mg/kg sogar die niedrigste (R)-Methadonmenge
des gesamten Untersuchungskollektivs. Die Patienten, die einen IM Phéanotyp ausprdgen soll-
ten und die, die aufgrund einer defekten Kopie des CYP2D6 Gens und der Ermangelung an
der -1584C>G Mutation auf dem intakten Allel moglicherweise dem IM Phénotyp zuzuord-
nen sind, bekamen im Rahmen des Substitutionsprogramms hohere Mengen an (R)-Methadon
als die PMs, zeigten beziiglich ihrer Dosierung jedoch keinen nennenswerten Unterschied zu
den EMs. In Bezug auf die IM und UM Genotypen konnte somit nur teilweise bzw. gar keine
Auswirkung auf die Dosierung von (R)-Methadon nachgewiesen werden. Die statistische Be-
wertung der Ergebnisse im Hinblick auf den ermittelten Genotyp und der Dosierung von (R)-
Methadon, aber auch von Gesamt- und (S)-Methadon zeigte dariiber hinaus keine signifikan-

ten Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypgruppen.

Im Hinblick auf den erhaltenen (R)-Methadonspiegel im Blut sollten Personen ohne ein funk-
tionelles CYP2D6 Gen, einen relativ hohen, Personen mit einem UM Genotyp einen niedrigen
Spiegel aufweisen. Probanden mit einem IM bzw. EM Phénotyp sollten Werte dazwischen
zeigen (PM > IM > EM > UM). Dariiber hinaus sollte der Anteil an (R)-Methadon aufgrund
der Stereoselektivitat von CYP2D6 bei den PMs hoher anzusiedeln sein als bei den Personen,
die aufgrund ihres Genotyps einen IM, EM und UM Phénotyp auspréigen.

Betrachtet man die hier ermittelten durchschnittlichen Methadonspiegel der einzelnen Geno-
typklassen zeigt sich wie erwartet, dass die Personen, die anhand ihres Genotyps dem UM
Phénotyp zugeordnet wurden die niedrigsten Konzentrationen an Methadon im Blut aufwie-
sen. Die hochsten Werte zeigten allerdings nicht die Probanden ohne ein funktionelles
CYP2D6 Gen, die zusammen mit den EMs eine durchschnittliche Konzentration, die annéi-
hernd dem Medianwert der gesamten Patientengruppe entsprach, aufwiesen sondern die bei-
den Patienten, die einen IM Genotyp zeigten. Die statistische Beurteilung ergab fiir (R)-, (S)-
und Gesamtmethadon einen signifikanten Unterschied der gemessenen Spiegel zwischen den
einzelnen Genotypgruppen. Diese Signifikanz ist allerdings vielmehr auf die hohen Werte der
beiden IMs und der generell sehr niedrigen Stichprobenzahl und nicht auf einen Einfluss von
CYP2D6 auf die Konzentration von Methadon im Blut zuriickzufithren. Eine weitere Unter-
suchung der Personen mit einem mdglichen IM Phéinotyp, um diese Probanden sicher den
IMs oder EMs zuzuordnen bzw. eine Erhohung der Stichprobenzahl kénnte moglicherweise

diesen hier erhaltenen signifikanten Unterschied autheben.
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Beziiglich des erhaltenen Anteils von (R)-Methadon zeigte die Gruppe der PMs die niedrigste
Prozentzahl, wobei allerdings ausschlieBlich ein Proband ohne ein funktionelles CYP2D6 Gen
im Rahmen des Substitutionsprogramms rac-Methadon erhielt. Alle iibrigen Genotypklassen
wiesen keine nennenswerten Unterschiede zum allgemein berechneten Medianwert auf. Somit
ergab sich auch im Hinblick auf den prozentualen Anteil von (R)-Methadon weder deskriptiv

noch bei der statistischen Beurteilung ein nachweislicher Einfluss von CYP2D6.

Bei einem moglichen Einfluss von CYP2D6 auf den Metabolismus von (R)-Methadon sollte
ebenfalls das Verhéltnis von verabreichter Dosis zu dem gemessenen Spiegel zwischen den
verschiedenen Phinotypen variieren. Um einen moglichen Zusammenhang diesbeziiglich zu
veranschaulichen, wurde der Quotient aus Dosis und Spiegel berechnet und mit den in dieser
Arbeit ermittelten Genotypklassen verglichen. Erwartungsgemal sollten Personen, die einen
PM Genotyp zeigen, im Verhéltnis zur verabreichten Dosis einen relativ hohen, die UMs da-
gegen einen niedrigen (R)-Methadonspiegel im Blut aufweisen. Probanden mit einem IM
bzw. EM Genotyp sollten zwischen den beiden anderen Gruppen zu finden sein (PM < IM <
EM < UM).

Zwei der Probanden mit Genduplikation zeigten zwar sehr niedrige (R)-Methadonspiegel im
Blut. Jedoch wurde diesen Probanden auch eine duflerst geringe Dosis an (R)-Methadon ver-
abreicht, wodurch das Verhiltnis von Dosis zu Spiegel im Gegensatz zu dem Erwarteten sehr
niedrig ausfiel. Insgesamt zeigten die Gruppen der PMs, IM/EMs und UMs beziiglich der
errechneten Quotienten und somit des Verhéltnisses von Dosis zu Spiegel Werte die dem all-
gemeinen Medianwert der gesamten Patientengruppe anndhernd glichen. Ausschlieflich die
beiden Personen mit einem IM Genotyp wiesen ein sehr niedriges Verhéltnis zwischen Dosis
und Spiegel auf. Die statistische Auswertung zeigte jedoch, dass es zwischen den ermittelten
Genotypklassen keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf das Verhéltnis von verab-

reichter Dosis zu gemessenen Spiegel von (R)-, (S)- und auch Gesamtmethadon gab.

In Folge dessen konnte in dieser Arbeit kein eindeutiger Einfluss des CYP2D6 Genotyps auf
die Dosierung, den Spiegel, den Anteil sowie das Verhiltnis von Dosis zu Spiegel von (R)-
Methadon nachgewiesen werden. Diese Resultate widersprechen allerdings den Ergebnissen
einiger diesbeziiglich durchgefiihrter Studien, bei denen gewisse Unterschiede der mittleren
Dosis, sowie signifikante Abweichungen der Plasmakonzentration von Methadon zwischen
UMs und PMs aufgezeigt werden konnten [Eap et al., 2001; Coller et al., 2007]. Patienten mit

einem UM Phénotyp scheinen dariiber hinaus eher Entzugserscheinungen zu zeigen bzw. iiber
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eine mangelnde Wirkung zu klagen als Probanden ohne ein intaktes CYP2D6 Gen [Pérez de
los Cobos et al., 2007]. Weiterhin zeigt ein héherer Anteil an Personen mit einem UM Geno-
typ (72%) als Probanden mit einem PM Genotyp (40%) Probleme beziiglich einem Beikon-
sum illegalen Drogen bzw. Entzugserscheinungen. Dariiber hinaus erhalten UMs die erfolg-
reich an einer Methadontherapie teilnehmen eine um 93 % hoéhere Dosis als UMs bei denen
die Drogensubstitution fehlschldgt und nur etwa 28 % der Personen mit einem PM Genotyp,
im Gegensatz zu 50 % der Probanden mit einem UM Genotyp erhalten Dosen iiber 100 mg
pro Tag [Eap et al., 2001].

Ein Grund fiir die in dieser Arbeit aufgezeigten abweichenden Resultate konnte in der gerin-
gen Stichprobenzahl und der daraus resultierenden niedrigen Anzahl an Personen mit einem
PM bzw. UM Genotyp begriindet liegen. Eine Erweiterung des Untersuchungskollektivs
konnte die hier erhaltenen Ergebnisse moglicherweise verdndern. Dariiber hinaus ist nicht
auszuschlieBen, dass unter den Probanden, die der Gruppe der EMs zugeordnet wurden weite-
re Personen mit einem UM, IM bzw. PM Genotyp zu finden sind, da sie moglicherweise hier
nicht untersuchte Allele, wie z.B. CYP2D6*41, CYP2D6*35 bzw. eines der seltenen Allele,
die fiir ein nicht funktionelles CYP2D6 Enzym codieren, tragen.

Des Weiteren sollte ebenfalls der mogliche Beikonsum von illegal erworbenem zusitzlichem
Methadon nicht auBBer Acht gelassen werden. So zeigte zum Beispiel eine Patientin (#142),
die im Rahmen des Substitutionsprogramms L-Polamidon und somit ausschlieBlich (R)-
Methadon erhielt in ihrem Blut sowohl (R)- als auch (S)-Methadon in einem Verhiltnis von
80 zu 20 %. Eine enzymvermittelte Umwandlung von (R)- zu (S)-Methadon ist zwar denkbar,
aber in dieser Hohe eher unwahrscheinlich. Dariiber hinaus wurde ein solches Phidnomen in
der Literatur bis jetzt noch nicht beschrieben. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass
zumindest diese Patientin zusitzlich illegal erworbenes rac-Methadon eingenommen hat. Bei
den iibrigen Probanden konnte solch ein Methadon-Beikonsum nicht nachgewiesen werden.
Dennoch ist nicht auszuschlielen, dass sich unter diesen Patienten ebenfalls Personen finden,
die zusitzliches Methadon aus anderen Quellen beziehen und einnehmen, was in Folge dessen
zu einer Verfdlschung der hier erhaltenen Resultate fithren wiirde.

Bei 49 der 96 Methadonpatienten konnte ferner ein Beikonsum von anderen Medikamenten
nachgewiesen werden. Bei dieser Untersuchung zeigte sich, dass diese Probanden zwischen
ein und sechs weitere Priparate eingenommen haben. Unter diesen Substanzen fanden sich
auch Wirkstoffe wie Carbamazepin und das CYP2D6 Substrat Risperidon [Huang et al.,
1993], die CYP3A4 induzieren, wodurch die Plasmakonzentration von Methadon sinkt
[Preston et al., 1984; Ferrari et al., 2004], bzw. Diazepam, ein CYP3A4 Substrat [ Yasumori
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etal., 1993], das die Konzentration von Methadon im Blut erhoht. Dariiber hinaus konnten
ebenfalls Substanzen, wie zum Beispiel Tramadol [Dayer et al., 1997], Amitriptylin [Bau-
mann et al., 1986; Mellstrom et al., 1986] und Clomipramin [Bertilsson et al., 1997], die von
CYP2D6 metabolisiert werden bzw. Stoffe wie Citalopram [Preskorn, 1997] und Doxepin
[Szewczuk-Bogustawska et al., 2004], Inhibitoren fiir das CYP2D6 Enzym nachgewiesen
werden. Ferner erhielt Patientin #85 aufgrund einer HIV Infektion zusitzlich antivirale Medi-
kamente. Ihr wurde im Rahmen des Substitutionsprogramms mit Abstand die hochste Dosis
von 400 mg rac-Methadon verabreicht. Die Interaktion zwischen einigen antiretroviralen Me-
dikamente und Methadon sind klinisch sehr bedeutsam [Gourevitch, 2001; Rainey, 2002; Fer-
rari et al., 2004]. So muss bei Verabreichung einiger NRTI (nucleoside reverse transcriptase
inhibitors — nukleosidaler Reverse-Transkriptase-Hemmer) und NNRTIs (non nucleoside re-
verse transcriptase inhibitor - nicht-nukleosidale Reverse-Transkriptase-Hemmer) die Menge
an Methadon erhoht werden, um eine addquate Dosis zur Heroinsubstitution zu erhalten und
Entzugserscheinungen zu vermeiden [Altice et al., 1999; Gourevitch und Friedland, 2000].
Der Grund fiir den Einfluss auf den Metabolismus von Methadon ist oftmals eine vermehrte
Induktion des Cytochrom P450 Enzyms CYP3A4. Die erhohte Menge und daraus resultieren-
de hohere Aktivitdt von CYP3A4 reduziert die Bioverfiigbarkeit von Methadon und Entzugs-
erscheinungen sind die Folge [Havlir et al., 1995; Riska et al., 1999; Akerele et al., 2002;
Ferrari et al., 2004]. Da nicht bei allen Patienten weitere Préparate nachgewiesen werden
konnten, die einzelnen Probanden oftmals unterschiedliche Préparate erhielten, die Anzahl der
eingenommenen Medikamente bei den verschiedenen Personen variierte und moglicherweise
noch weitere hier nicht untersuchte Substanzen eingenommen wurden, konnte dieser Beikon-
sum und der daraus resultierende Einfluss auf die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse sta-
tistisch nicht gewertet werden. In den Arbeiten von Eap et. al (2001) und Coller et al. (2007)
wo Unterschiede der mittleren Dosis, sowie signifikante Abweichungen der Plasmakonzentra-
tion von Methadon zwischen UMs und PMs aufgezeigt werden konnten, wurde auf einen
moglichen Beikonsum von zusétzlichen Medikamenten bzw. illegal erworbenem Methadon
der Methadonpatienten nicht eingegangen. Dennoch besteht die Moglichkeit, dass auch dieser
Faktor zu den im Vergleich zur Literatur abweichenden Ergebnissen beitragen konnte.

Weitere Punkte, die moglicherweise einen Einfluss auf die in dieser Arbeit erhaltenen Resul-
tate haben, sind Alkoholmissbrauch und Lebererkrankungen. Nach Angaben des behandeln-
den Arztes haben fiinf Probanden der 96 Methadonpatienten ein Alkoholproblem und eine der
hier untersuchten Personen leidet unter einer Leberzirrhose. Bei einem chronischen Miss-

brauch von Alkohol in Verbindung mit einer MMT besteht die Annahme, dass der Anteil an
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bioverfligbarem Methadon durch eine erhdhte Induktion von CYP3A4 im Blutplasma sinkt.
Dies hatte zur Folge, dass die Dosis an Methadon zur Vermeidung von Entzugserscheinungen
erhoht werden miisste [Kreek, 1981]. Vier der Patienten mit einem Alkoholproblem bekamen
tatsdchlich im Vergleich mit dem Gesamtkollektiv eine etwas hohere Dosis an Gesamt- bzw.
(R)-Methadon. Dem fiinften dieser Probanden wurde jedoch eine duBerst geringe Dosis verab-
reicht. Allerdings ldsst sich mit der geringen Anzahl von nur fiinf Patienten keine fundierte
Aussage iiber den Einfluss von Alkoholmissbrauch auf Dosis und Spiegel von Methadon tref-
fen. Der Patient mit Leberzirrhose wies beziiglich der erhaltenen Dosis sowie des gemessenen
Spiegels an (R)-Methadon hohere Werte als die, fiir das Gesamtkollektiv jeweils ermittelten
Mediane auf. Der Vergleich von Dosis und Spiegel liber den Quotienten aus Dosis und Spie-
gel zeigte jedoch einen eher niedrigen Wert, was moglicherweise auf einen verminderten Me-
tabolismus schliefen ldsst. Bei einigen Personen mit Lebererkrankungen konnte bereits eine
abnormale Kinetik beobachtet werden und es wird angenommen, dass dies auf eine funktio-
nelle Insuffizienz des hepathischen mikrosomalen Systems zuriickzufiihren ist [Kreek, 1973;
Ferrari et al., 2004]. Dennoch ist die Rolle von chronischen Lebererkrankungen bis jetzt noch
nicht klar definiert. Dariiber hinaus ist mit nur einem Probanden die Stichprobenzahl in dieser

Arbeit ebenfalls zu gering, um einen Einfluss von Leberschiden auf eine MMT zu beurteilen.

6.5 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte ebenfalls eine sehr grole Variabilitdt im Hinblick auf die Dosierung
von Methadon, dessen Blutplasmaspiegel sowie dem Verhiltnis zwischen beidem veran-
schaulicht werden [Wolff et al., 1991; Wolff et al., 1997]. Somit konnte auch hier gezeigt
werden, dass die verabreichte Menge an Methadon keine Riickschliisse auf die Konzentration
dieses Priaparats im Blut zuldsst und dass sich die einzelnen Probanden beziiglich der Biover-
fiigbarkeit von Methadon teilweise stark voneinander unterscheiden. Diese interindividuellen
Variationen der Pharmakokinetik von Methadon machen eine Aussage liber den Zusammen-
hang von Dosis, Blutkonzentration sowie den klinischen Effekt schwer moglich. Dariiber hin-
aus konnte weiterhin gezeigt werde, dass das Geschlecht, das Gewicht und die GroB3e der ein-
zelnen Patienten, keinen oder nur sehr geringen Einfluss auf die verabreichte Menge an Me-
thadon haben und somit die groe Variationsbreite der Dosierung von Methadon nicht erkla-

ren konnen.
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Die Auswertung der hier erhaltenen Ergebnisse gestaltete sich dariiber hinaus als schwierig,
da der Beikonsum von weiteren Medikamenten bzw. von zusitzlichem illegal erworbenen
Methadon, chronischer Alkoholkonsum und Lebererkrankungen ebenfalls einen gewissen
Einfluss auf die Resultate haben und eine exakte Aussage nicht ermdglichen. Ferner konnten
mit den hier entwickelten bzw. verwendeten Methoden zur Genotypisierung von CYP2D6
nicht alle Allele, die einen Einfluss auf die Enzymaktivitdt haben, bestimmt werden, wodurch
einige Probanden mdéglicherweise nicht in die korrekte Phénotypgruppe eingeordnet wurden.
In der vorliegenden Arbeit konnte dennoch, auch unter Beriicksichtigung der oben genanten
Punkte keine Auswirkung des hier ermittelten CYP2D6 Genotyps und dem daraus resultieren-
den wahrscheinlichen Phénotyp beziiglich der CYP2D6 Aktivitét auf die Dosierung von Me-
thadon, dessen Blutplasmaspiegel sowie dem Verhiltnis aus beidem festgestellt werden. Dies
lasst darauf schlielen, dass CYP2D6 eine eher untergeordnete Rolle beim Metabolismus von
Methadon spielt und dass eine verdnderte Aktivitdt, vor allem der Verlust dieser (PM Phéno-
typ) durch die sechs weiteren Cytochrom P450 Enzyme CYP1A2 [Eap et al., 1997], CYP2B6
[Gerber et al., 2004], CYP2C8 [Wang und DeVane, 2003], CYP2C9 [Foster et al., 1999],
CYP2C19 [Foster et al., 1999] und CYP3A4 [Iribarne et al., 1996; Foster et al., 1999], die in
der Lage sind Methadon zu metabolisieren, kompensiert wird. Somit konnen Unterschiede in
der Enzymaktivitit von CYP2D6 die hohe Variabilitit der Pharmakokinetik von Methadon
nicht erkldren.

Bei den Enzymen CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 und CYP2C19 konnten bereits ebenso erheb-
liche interindividuelle Schwankungen im Bezug auf ihrer Aktivitét, die bei CYP2C9 und
CYP2C19 zumindest teilweise genetisch determiniert sind, festgestellt werden [Ingelman-
Sundberg et al., 1999; Schweikl et al., 1993]. Im Gen fiir CYP3A4 wurden ebenfalls einzelne
Polymorphismen entdeckt, die die Enzymaktivitit beeinflussen. Dennoch kénnen diese Muta-
tionen die starken Schwankungen beziiglich der Aktivitit nicht erklaren [Ketter et al., 1995].
Es wird angenommen, dass die Variabilitdt der Enzymaktivitdt von CYP3A4 durch eine un-
terschiedliche Transkriptionsrate [Garrido und Troconiz, 1999; Watanabe et al., 2004], bzw.
iiber eine verdnderte Aktivierung der entsprechenden Gene durch die spezifischen Transkrip-
tionsrezeptoren, wie zum Beispiel PXR (pregnane X receptor) und CAR (constitutive
androstane receptor) bedingt wird [Honkakoski et al., 1998; Bertilsson et al., 1998; Lehmann
et al., 1998; Zhang et al., 2001]. PXR ist ein Hauptregulator der Transkription vieler Gene,
einschlieSlich CYP3A4, die in die Detoxifikation von Xenobiotika involviert sind [Goodwin

et al., 2002] und mittlerweile wurden auch bereits verschiedene Polymorphismen im Gen fiir
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PXR entdeckt, die dessen Aktivitdt und somit die Induktion der verschiedenen Enzyme beein-

flussen [Hustert et al., 2001; Zhang et al., 2001; Koyano et al., 2004].

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich auf die Genetik im Zusammenhang mit dem
Metabolismus von Methadon eingegangen. Der Metabolismus und genetische Variationen der
daran beteiligten Enzyme bestimmen jedoch nicht alleine die Pharmakokinetik bzw. die Bio-
verfiigbarkeit eines Medikaments. Die Verteilung von Methadon im Korper spielt beispiels-
weise ebenfalls eine gewisse Rolle bei der groen Variabilitit beziiglich der Kinetik und sollte
somit nicht auBBer Acht gelassen werden.

So diffundiert zum Beispiel aufgrund dessen Fettloslichkeit ein Teil von Methadon in das
Fettgewebe im Korper, wodurch der Spiegel an freiem Methadon im Blut verringert wird.
Personen mit einem hoheren Korperfettanteil sollten demnach einen niedrigeren Methadon-
spiegel im Blut aufweisen als Personen mit einem geringeren Anteil an Fettgewebe. Bei den
hier untersuchten Patienten waren ausschlieBlich die KorpergroBe und das Gewicht bekannt,
womit der Body-Mass-Index (BMI) berechnet werden kann. Jedoch beriicksichtigt der BMI
nicht die individuelle Zusammensetzung des Korpergewichts aus Fett- und Muskelgewebe.
Fiir eine exakte Bestimmung der Korrelation zwischen Fettanteil und Blutplasmaspiegel von
Methadon sollte demnach der Korperfettanteil der Personen bestimmt und anstelle des BMI in
die Berechnung einbezogen werden, um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Ein-
lagerung von Methadon im Fettgewebe und der interindividuellen Variabilitit der Bioverfiig-
barkeit dieses Praparats zu veranschaulichen. Da jedoch der Korperfettanteil der in dieser Ar-
beit untersuchten Personen nicht bekannt war wurde auf eine Einbeziehung dieses Faktors in
die hier erhaltenen Ergebnisse verzichtet. Dennoch kann zumindest anndhernd eine Aussage
dahingehend getroffen werden, dass Frauen, aufgrund ihres durchschnittlich hoheren Korper-
fettanteils einen etwas geringeren Methadonspiegel als die méinnlichen Probanden aufweisen
sollten. In der vorliegenden Arbeit konnte aber weder bei der verabreichten Dosis noch bei
dem gemessenen Methadonspiegel ein signifikanter Unterschied zwischen den ménnlichen
und weiblichen Patienten festgestellt werden, was darauf schlieBen 14Bt, dass die Diffusion
von Methadon in das Fettgewebe nur einen geringen Einfluss auf die hohe Variabilitét der

Pharmakokinetik von Methadon hat.

Beziiglich der Variabilitit der Bioverfiigbarkeit von Methadon sollte ebenso die renale Aus-
scheidung dieses Priparats, die auch Unterschiede aufweisen kann nicht auller Acht gelassen

werden [Anggard et al., 1975; Meresaar et al., 1981]. Die Ausscheidung von nicht modifizier-
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tem Methadon ist augenscheinlich abhéngig vom pH-Wert im Urin. Kommt es zu einer Azidi-
fikation und der pH-Wert im Urin sinkt unter sechs erhoht sich die Ausscheidung von Metha-
don um das 3 bis 8fache und die Ausscheidung von EDDP (2-Ethyliden-1,5-Dimethyl-3,3-
Diphenylpyrrolidin), dem hauptsdchlichen Metabolit von Methadon [Sullivan und Due, 1973;
Anggérd et al., 1975; Kreek et al., 1980; Kreek et al., 1983; Garrido und Troconiz, 1999],
sinkt. Bei einem hohen pH-Wert dagegen wird die Ausscheidung von nicht modifiziertem
Methadon auf ein Minimum reduziert [Baselt und Casarett, 1972; Bellward et al., 1977; Nils-
son et al., 1982(1); Nilsson et al., 1982(3)]. Auch dieser Einfluss auf die Variabilitdt der
Pharmakokinetik konnte in der vorliegenden Arbeit, aufgrund der mangelnden Information
iiber den pH-Wert im Urin der einzelnen, hier untersuchten Patienten nicht beriicksichtigt
werden.

Weitere Aspekte, die einen Einfluss auf die Pharmakokinetik und Bioverfiigbarkeit von Me-
thadon haben, sind zum einen die Riickresorption dieser Verbindung in das Darmlumen und
zum anderen die Bindung an Plasmaproteine.

So zéhlt Methadon zum Beispiel zu den Substraten fiir das Permeabilitdtsglykoprotein P-Gp,
einen Efflux-Transporter, der fiir die Riickresorption vieler Medikamente in das Darmlumen
verantwortlich ist [Bouér et al., 1999; Wang et al., 2004]. Es wird vermutet, dass die Absorp-
tion von Methadon zumindest einen Teil der Variabilitdt in der Pharmakokinetik von Metha-
don erkldren konnte [Crettol et al., 2006]. In diesem Zusammenhang wurden auch bereits
mehrere Polymorphismen im Gen fiir P-Gp (ABCB1 Gen) beschrieben, die moglicherweise
einen Einfluss auf die Aktivitit dieses Transporters haben [Hoffmeyer et al., 2000; Marzolini
et al., 2004, Wang et al., 2005; Ishikawa et al., 2004]. Weiterhin konnte nachgewiesen wer-
den, dass das ABCB1 Gen iiber PXR transkriptionell aktiviert wird [Goodwin et al., 2002],
was auch zu einer interindividuellen Variabilitdt beziliglich der Aktivitdt dieses Efflux-
Transporters und somit zu einer unterschiedlichen Bioverfiigbarkeit von Methadon bei den
verschiedenen Patienten fithren konnte.

Dariiber hinaus bindet Methadon zu einem grof3en Teil (60-90 %) an verschieden Plasmapro-
teine, wie Albumin, Lipoproteinen und vor allem an das azide al saure Glykoprotein (o-
AGP) [Olsen, 1972; Romach et al., 1981; Eap et al., 1990; Garrido et al., 2000]. Die ausge-
dehnte Bindung an Proteine ist offensichtlich entscheidend fiir die Aktivitdt von Methadon.
Die Konzentration und der Phénotyp von o,-AGP konnen zwischen Individuen variieren.
Dariiber hinaus dndert sich die Menge der Varianten innerhalb eines Individuums, abhéngig
vom Krankheitsstatus, umweltbedingte Verdnderungen oder bei Schwangerschaft [Eap et al.,

1990; Kremer et al., 1988]. So erhoht sich zum Beispiel die Konzentration von o;-AGP durch
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Stress oder Heroinkonsum, wodurch mehr Methadon gebunden wird und die Konzentration

an freiem Methadon im Blut sinkt [Ferrari et al., 2004; Garrido et al., 1996].

Neben den interindividuellen Variationen in der Pharmakokinetik von Methadon, sollte nicht
auller Acht gelassen werden, dass der Blutplasmaspiegel auch tiglichen Schwankungen unter-
liegt. So steigt ca. 15 bis 30 Minuten nach Verabreichung der Tagesdosis die Plasmakon-
zentration von Methadon nachweislich an und fillt dann im laufe der Zeit wieder ab [Wolff et
al., 1993]. Diesbeziiglich, kann der Methadonspiegel, je nach Zeitpunkt der Blutentnahme in
Bezug auf die Verabreichung der Dosis variieren. Fiir einen Vergleich von verschiedenen
Patienten zur Untersuchung der interindividuellen Schwankungen sollte dementsprechend die
zeitliche Differenz zwischen Entnahmen der Blutprobe und Dosisverabreichung bei allen Pa-
tienten gleich sein. In der vorliegenden Arbeit wurde bei allen Patienten die Blutprobe bei
Verabreichung der Tagesdosis entnommen. Somit kann davon ausgegangen werde, dass alle

Patienten unter den gleichen Voraussetzungen untersucht wurden.

Auf die hohe interindividuelle Variabilitit in Bezug auf die bendtigte Dosis von Methadon hat
jedoch nicht nur die Pharmakokinetik einen gewissen Einfluss. In diesem Zusammenhang
muss auch die Pharmakodynamik erwéhnt werden. Die Einnahme von Opiaten iiber einen
langeren Zeitraum, sowie hohere Opiatdosen konnten bereits mit einer erhohten Toleranz ge-
geniiber diesen Prédparaten beziiglich der Rezeptoraffinitit in Verbindung gebracht werden
[Stevens und Yaksh, 1989(1); Stevens und Yaksh, 1989(2); Stevens und Yaksh, 1992]. So
stellt sich die Frage, in wie weit die Dauer des vorangegangenen Heroinkonsums, die in die-
sem Zusammenhang eingenommenen Dosis, die Applikationsform, sowie die Reinheit des
konsumierten Heroins einen Einfluss auf die im Rahmen einer MMT verabreichten Dosis an
Methadon haben. Bei Trafton et al. (2006) konnte zwar festgestellt werden, dass die pro Tag
eingenommene Menge an Heroin keinen effektiven Schluss auf die bendtigte Methadonmen-
ge zuldsst und dass auch eine geringere Reinheit des Heroins nicht bedeutet, dass diese Perso-
nen auch eine geringere Dosis an Methadon zur Substitution benétigen, dennoch sollte dieser
Aspekt der Pharmakodynamik nicht auler Acht gelassen werden. Da bei den hier untersuch-
ten Methadonpatienten jegliche Information {iber den vorangegangenen Heroinkonsum fehlte,
konnte ein mdglicher Einfluss diesbeziiglich bei den, hier erhaltenen Ergebnisse nicht bertick-
sichtigt werden.

Beobachtungen zu Folge sinkt auch die Methadonkonzentration im Blut nach einer gewissen

Zeit der MMT [Anggard et al., 1975; Verebely et al., 1975] und die Dosis an Methadon muss
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erhoht werden, um Entzugserscheinungen zu verhindern. Es wird angenommen, dass die In-
duktion des eigenen Metabolismus von Methadon zumindest teilweise fiir die Verringerung
des Methadonspiegels verantwortlich ist [Horns et al., 1975; Holmstrand et al., 1978; Nilsson
et al., 1982(2)] und eine Stabilisierung des Spiegels erst innerhalb von 14 Tagen von statten
geht [Adelson et al., 2007]. Bei den hier untersuchten Methadonpatienten fehlte ebenfalls die
Information iiber die Dauer der Therapie. Man kann folglich nicht mit Sicherheit sagen, dass
alle hier untersuchten Probanden bereits ihre, auf ihre Bediirfnisse abgestimmte Dosis erhiel-

ten bzw. einen bereits stabilisierten Methadonspiegel im Blut aufwiesen.

6.6 Ausblick

Ein grundsitzliches Problem in der Pharmakogenetik besteht darin, dass oftmals die Untersu-
chung eines einzelnen Faktors bzw. eines Proteins oder Enzyms, dass moglicherweise einen
Einfluss auf den Wirkstoff von Interesse hat, keinen ausreichenden Hinweis auf die Vertrig-
lichkeit bzw. Wirkungsweise eines speziellen Medikaments liefert. Um tatséchlich iiber die
Erstellung eines Genprofils eine genaue Aussagen iiber die Wirkung eines Préparats zu tref-
fen, wire es notig, dass alle Proteine und Enzyme, die mit dem Medikament im Korper inter-
agieren, bekannt und auf genetischer Ebene ausreichend untersucht sind. Nur so kdnnte man
feststellen, ob ein oder sogar mehrere der beteiligten Gene (polygener Effekt) Variationen
aufweisen und somit fiir die anders artige Reaktion auf das verabreichte Medikament verant-
wortlich sind. Dariiber hinaus diirfen aber bei solchen Untersuchungen andere Faktoren, die
die Pharmakinetik bzw. -dynamik beeinflussen, sowie umweltbedingte Einfliisse, wie Ernéh-
rung, Krankheiten und Beikonsum von anderen Medikamenten ebenfalls nicht auBBer Acht
gelassen werden. Im Falle von Methadon wird dieses Problem sehr gut veranschaulicht. Jeder
der oben genannten Faktoren fiir sich scheint bei ndherer Betrachtung keinen gro3en Beitrag
zu der hohen Variabilitit der Pharmakokinetik von Methadon zu leisten. Jedoch kénnte mog-
licherweise ein Gesamtbild, d.h. die Untersuchung aller Faktoren Aufschluss iiber die Varia-
bilitdt der Bioverfligbarkeit und Kinetik von Methadon bei einzelnen Individuen geben. Dies
wiirde zum einen bedeuten, ein Genprofil aller beteiligten Proteine und Enzyme, wie
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, PXR, CAR, P-Gp und o;-AGP zu erstellen, die
Transkriptionsrate der zugrunde liegenden Gene zu ermitteln und diese so erhaltenen Ergeb-

nisse miteinander zu korrelieren und deren Auswirkung auf die Pharmakokinetik zu untersu-
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chen. Zum anderen sollten mdglichst viele Informationen iiber die einzelnen Patienten, wie
Verlauf des vorangegangenen Heroinkonsums, KorpermaBle wie Gewicht, Grofle und Korper-
fettanteil, Beikonsum von anderen Substanzen, Erndhrung und etwaige Krankheiten gesam-
melt werden, um auch hier den Einfluss auf die Medikation mit Methadon festzustellen.

Somit sind auf jeden Fall noch weitere und ausgedehntere Studien von Néten, um die extreme
Variabilitdt der Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik von Methadon zu kldren. Bis dahin ist
die Phénotypisierung, d.h. das Einstellen der individuellen Dosierung von Methadon bei den

einzelnen Patienten iiber einen lingeren Zeitraum unumgénglich.
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7 Anhang

7.1 Sequenzen

7.1.1 1707 Tdel in Exon 3 (CYP2D66)

1549 — - m m GTGGATCETGEE
1561 GCTAATGCCTTCATGGCCACGCGCACGTGCCCGTCCCACCCCCAGGGGTGTTCCTGGCGE
1621 GCTATGGGCCCGCGTGGCGCGAGCAGAGGCGCTTCTCCGTGTCCACCTTGCGCAACTTGG
1681 GCCTGGGCAAGAAGTCGCTGGAGCAGIGGGTGACCGAGGAGGCCGCCTGCCTTTGTGCCG
1741 CCTTCGCCAACCACTCCGGTGGGTGATGGGCAGAAGGGCACAAAGC-—————————————

1707Tdelf: 6-FAM-5"-GTGGATGGTGGGGCTAATGCCTT-3> [Wangetal., 1999]
1707Tdelr: 57-GCTTTGTGCCCTTCTGCCCATCA-3~

Abb. 29: Sequenzabschnitt 1549 bis 1786 des CYP2D6 Gens, amplifiziert mit den fiir die Multiplex-PCR
etablierten Oligonukleotid-Primern 1707Tdelf [Wang et al., 1999] und 1707Tdelr (grau unterlegt). Die
Primer wurden so gewihlt, dass der fiir das Allel CYP2D6*6 charakteristische Polymorphismus, eine Dele-
tion des Thymins an Position 1707 (rot unterlegt) innerhalb der zu amplifizierenden Sequenz liegt. Das so
erhaltene Amplifikat umfasst das gesamte Exon 3 (blau) sowie Teile von Intron 2 und Intron 3 (schwarz).
Dariiber hinaus ist eine Erkennungsstelle fiir das Restriktionsenzym BtsSI (orange) markiert, die fiir den
Nachweis der 1707 Tdel iiber Restriktionsverdau verwendet wurde.
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7.1.2 1846G—A zwischen Intron 3 und Exon 4 (CYP2D6*4)

Abb.:30a
1824 ————--——mmmmmm e TTACCCGCATCTCCCACCCCCAIGACGCCCCTTTCGC

1861 CCCAACGGTCTCTTGGACAAAGCCGTGAGCAACGTGATCGCCTCCCTCACCTGCGGGCGC
1921 CGCTTCGAGTACGACGACCCTCGCTTCCTCAGGCTGCTGGACCTAGCTCAGGAGGGACTG
1981 AAGGAGGAGTCGGGCTTTCTGCGCGAGGTGCGGAGCGAGAGACCGAGGAGTCTCTG----

1846Gf: 6-FAM-5"-TTACCCGCATCTCCCACCCCCAG-3~
1846AfT: HEX-5”-TTACCCGCATCTCCCACCCCCAA-3~

1846GAr : 57 -CAGAGACTCCTCGGTCTCTCGCT -3 [Wang et al., 1999]
Abb.:30b
1549 —m oo GTGGATGGTGGG

1561 GCTAATGCCTTCATGGCCACGCGCACGTGCCCGTCCCACCCCCAGGGGTGTTCCTGGCGC
1621 GCTATGGGCCCGCGTGGCGCGAGCAGAGGCGCTTCTCCGTGTCCACCTTGCGCAACTTGG
1681 GCCTGGGCAAGAAGTCGCTGGAGCAGTGGGTGACCGAGGAGGCCGCCTGCCTTTGTGCCG
1741 CCTTCGCCAACCACTCCGGTGGGTGATGGGCAGAAGGGCACAAAGCGGGAACTGGGAAGG
1801 CGGGGGACGGGGAAGGCGACCCCTTACCCGCATCTCCCACCCCCABGACGCCCCTTTCGC
1861 CCCAACGGTCTCTTGGACAAAGCCGTGAGCAACGTGATCGCCTCCCTCACCTGCGGGCGC
1921 CGCTTCGAGTACGACGACCCTCGCTTCCTCAGGCTGCTGGACCTAGCTCAGGAGGGACTG
1981 AAGGAGGAGTCGGGCTTTCTGCGCGAGGTGCGGAGCGAGAGACCGAGGAGTCTCTG----

1707Tdelf: 6-FAM-5"-GTGGATGGTGGGGCTAATGCCTT-3~
1846GAr: 57 -CAGAGACTCCTCGGTCTCTCGCT-3”[Wang et al., 1999]

Abb. 30a: Sequenzabschnitt 1824 bis 2036 des CYP2D6 Gens, amplifiziert mit den fiir die Multiplex-PCR etab-
lierten Oligonukleotid-Primern 1846Gf bzw. 1846Af und 1846GAr [Wang et al., 1999] (grau unterlegt). Die Pri-
mer filir diese Allelspezifische PCR wurden so gewihlt, dass jeweils die letzte Base am 3°-Ende der beiden Vor-
wartsprimer an die Wildtyp- bzw. mutierte Sequenz des fiir das Allel CYP2D6*4 charakteristischen Polymorphis-
mus, der Basenaustausch eines Guanins durch ein Adenin an Position 1846 (rot unterlegt) binden. Die so erhaltene
Amplifikate umfassen das gesamte Exon 4 (blau) sowie Teile von Intron 3 und Intron 4 (schwarz).

Abb. 30b: Sequenzabschnitt 1549 bis 2036 des CYP2D6 Gens, amplifiziert mit den Oligonukleotid-Primern
1707Tdelf und 1846GAr (grau unterlegt) zum Nachweis der 1846G—A Mutation iiber Restriktionsverdau mit
BstNI. Die Erkennungsstelle fiir das Restriktionsenzym BstNI ist orange markiert.
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7.1.3 2549 Adel in Exon 5 (CYP2D6*3)

2521 CCAGCTGGATGAGCTGCTAACTGAGCACHGGATGACCTGGGACCCAGCCCAGCCCCCCCG
2581 AGACCTGACTGAGGCCTTCCTGGCAGAGATGGEBBAGGTGAGAGTGGCTGCCACGGTGGG
2641 GGGCAAGGGTGGTGGGTTGAGCGTCCCAGGAGGAATGAGGGGAGGCTGGGCAAAAGGTTG
2701 GACCAGTGCATCACCCGGCGAGCCGCATCTGGGCTGACAGGTGCAGAATTGGAGGTCATT
2761 TGGGGGCTACCCCGTTCTGTCCCGAGTATG-—-———————————— = ———

2549Adelf: HEX-57-TGACCCAGCTGGATGAGCTGCT-3~
2549Adelr: 57 -CATACTCGGGACAGAACGGGGT-3~

Abb. 31: Sequenzabschnitt 2516 bis 2790 des CYP2D6 Gens, amplifiziert mit den fiir die Multiplex-PCR etab-
lierten Oligonukleotid-Primern 2549Adelf und 2549Adelr (grau unterlegt). Die Primer wurden so gewéhlt, dass
der fiir das Allel CYP2D6*3 charakteristische Polymorphismus, eine Deletion des Adenins an Position 2549 (rot
unterlegt) innerhalb der zu amplifizierenden Sequenz liegt. Dariiber hinaus liegt innerhalb dieses Sequenzab-
schnitts ebenfalls die fiir das Allel CYP2D6*9 charakteristische 3bp-Deletion 2613-2615delAGA. Das mit den
oben genannten Oligonukleotid-Primern erhaltene Amplifikat umfasst einen Teil des Exon 5 (blau) sowie einen
Teil von Intron 6 (schwarz).
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7.1.4 -1584C—G 1m regulatorischen Bereich von CYP2D6

Abb.:32a

-1889 ---———- GCAGCTGCCATACAATCCACCTGTAGAGGGC
-1800 CCGGTCCTCCTGTCCTCAGTGGATGATCCCGTAGAAGTCCAGAGCTCGGCAGCTGCCCTC
-1740 CCACAAAAGACAGGATTTTGAAAGCAGCAAGAGAGAAGAGACGTATCAGGTAGTCACAGT
-1680 GGCTCAGGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCCAGGTGGGAGGATCGCTTCACCCCA
-1620 GGAATTCAAGACCAGCCTGGACAACTTGGAAGAACCIGGTCTCTACAAAAAATACAAAAT
-1560 TAGCTGG----------——-———— ==

~1584Cr: 6-FAM-5"-CCAGCTAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACCG-3”

~1584Gr:  ROX-57-CCAGCTAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACCC-3°

~1584CGF: 57 —GCAGCTGCCATACAATCCACCTG-3" [Gaedigk et al., 2003(1)]
Abb.:32b

~1889 ———mmmmmm e GCAGCTGCCATACAATCCACCTGTAGAGGGC

-1800 CCGGTCCTCCTGTCCTCAGTGGATGATCCCGTAGAAGTCCAGAGCTCGGCAGCTGCCCTC
-1740 CCACAAAAGACAGGATTTTGAAAGCAGCAAGAGAGAAGAGACGTATCAGGTAGTCACAGT
-1680 GGCTCAGGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCCAGGTGGGAGGATCGCTTCACCCCA
-1620 GGAATTCAAGACCAGCCTGGACAACTTGGAAGAACCIGGTCTCTACAAAAAATACAAAAT
-1560 TAGCTGGGATTGGGTGCGGTGGCTCATGCCTATAATCCCAGCACTTTGGGAGCCTGAGGT
-1500 GGGTGGATCACCTGAAGTCAGGAGTTCAAGACTAGCCTGGCCAACATGGTGAAACCCTAT
-1440 CTCTACTGAAAATACAAAAAGCTAGACGTGGTGGCACACACCTGTAATCCCAGCTACTTA
-1380 GGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAAGCCTAGAGGTGAAGGTTGTAGTGAGCCGAGAT
-1320 TGCATCATTGCACAATGGAGGGGAGCCAC-——————————————— e ———

-1584CGf: 57 -GCAGCTGCCATACAATCCACCTG-3” [Gaedigk et al., 2003(1)]
-1584CGr: 5”-GTGGCTCCCCTCCATTGTGCAAT-3" [Gaedigk et al., 2003(1)]

Abb. 32a: Sequenzabschnitt -1889 bis -1853 im regulatorischen Bereich des CYP2D6 Gens, amplifiziert mit den fiir
die Multiplex-PCR etablierten Oligonukleotid-Primern -1584CGf [Gaedigk et al., 2003(1)] und -1584Cr bzw.
-1584Gr (grau unterlegt). Die Primer fiir diese Allelspezifische PCR wurden so gewahlt, dass jeweils die letzte Base
am 3’-Ende der beiden Riickwértsprimer an die Wildtyp- bzw. mutierte Sequenz des Polymorphismus im regulatori-
schen Bereichs, den Basenaustausch eines Cytosins durch ein Guanins an Position -1584 (rot unterlegt) binden.

Abb. 32b: Sequenzabschnitt -1889 bis -1291 im regulatorischen Bereich des CYP2D6 Gens, amplifiziert mit den
Oligonukleotid-Primern -1584CGf und -1584CGr (grau unterlegt) zum Nachweis der -1584C—G Mutation {iber
Sequenzierung
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7.1.5 5°- und 3’-Bereich des CYP2D6 Gens

Abb.:33a

EXON 9 VON CYP2D7P - AACTCGGGTCCC
5881 CTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCT
5941 GCTTACCCCA= === ——m o oo oo oo

7981 TCTGGGCCCTCAGGGATGCTGCTGTCTGGACCCCTGACCAGTGACGAGTTCGCACTCAGG
8041 GCCAGGCTGG———— == ——m - m o oo

755 — oo CAGTGAGCCG
7561 AGATCGCATCATTGCACTCCAGCCTGGTCAACAAGAGTGAAACTGTCTTAAAAAAAAAAT
7621 CTATAATTGA

CYP-REP7Ff: 5 -CCTCAGGGATGCTGCTGTCTG-3~
CYP-REP6r: 5 -GACAGTTTCACTCTTGTTGACCA-3~

Abb. 33a: Sequenzabschnitte im 5’- und 3’-Bereich des CYP2D6 Gens; gezeigt sind die Bindungsstellen der Oligo-
nukleotid-Primer CYP-REP7f und CYP-REPG6r (grau unterlegt) zum Nachweis der Deletion des CYP2D6 Gens; Der
CYP-REP7f Primer bindet im 3’-Bereich von CYP2D7P (am Anfang des 2,8 kb-Fragments von CYP-REP7), der
Primer CYP-REP6r im 3’-Bereich von CYP2D7P (am Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-REPG6). Bei einem Wild-
typ-Genotyp wird das 2,8 kb-Fragment von CYP-REP7, CYP2D6 (blau) und CYP-REP6 amplifiziert und ein Frag-
ment von ca. 15 kb wird gebildet. Nach einer Deletion des CYP2D6 Gens entsteht die so genannte CYP-REP-DEL-
Einheit und es wird nur noch ein Fragment von ca. 2,7 kb-Fragment amplifiziert (schematische Darstellung siche
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Abb.:33b

5881
5941
6001
6061

10711
10741
10801

4261
4321
4381
4441

EXON 9 VON CYP2D7P - AACTCGGGTCCC
CTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCT
GCTTACCCCACCGCCTGGCCGCATTTGAGACGGGTACGTTGAGGCTGAGCAGATGTCAGT
TACCCTTGCCCATAATCCAGTGTCCCCCACTGACCCAACTCTGACTGCCCAGATTGGTGA
CAAGGACTACATTGTCCTGG-—====—=—== === == ——m e ———

ATAAGTATGAAACGCCATCTCCAAAACAAAAGAAAAGCCTAATTCCCCAAGAACTGTCAG
TCTTTCACC T m m m m m m o o o o o o

———————————— EXON 9 von CYP2D6 AACTCGGGTCCCCTGCTCACGCCCTCGTTG
GGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTGG
CCGCATTTGAGACAGGGGTACGTTGAGGCTGAGCAGATGTCAGTTACCCTTGCCCATAAT
CCCATGTCCCCCACTGACCCAACTCTGACTGCCCAGATTGGTGACAAGGACTACATTGTC

2D6duplf: 57-TCCCCCACTGACCCAACTCT-3” [Levlieet al., 1996]
2D6duplr: 57-GGCGTTTCATACTTATCACCCAG-3~

Abb.
gonukleotid-Primer 2D6duplf [Levlie et al., 1996] und 2D6duplr (grau unterlegt) zum Nachweis der Duplikation
des CYP2D6 Gens; Der 2D6duplf Primer bindet jeweils im 3°-Bereich von CYP2D7P und CYP2D6 (im 0,6 kb-
Fragment von CYP-REP7 und CYP-REPG6), der Primer 2D6duplr ausschlieBlich im 3’-Bereich von CYP2D7P (am
Ende des 2,8 kb-Fragments von CYP-REP7). Bei einem Wildtyp-Genotyp wird der groBite Teil der CYP-REP7-
Einheit amplifiziert und ein Fragment von ca. 4,7 kb wird gebildet. Nach einer Duplikation entsteht die so genann-
te CYP-REP-DUP-Einheit und ein zweites Fragment mit ca. 3,1 kb wird mit dem hier verwendeten Oligonukleo-
tid-Primerpaar amplifiziert (schematische Darstellung siehe 5.1.3).

33b: Sequenzabschnitte im 5°- und 3°-Bereich des CYP2D6 Gens; gezeigt sind die Bindungsstellen der Oli-
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7.1.6 Exon 9 von CYP2D6

4039 —————————— GCCGCCGTGCATGCCTCGGGGAGCCCCTGGCCCGCATGGAGC
4081 TCTTCCTCTTCTTCACCTCCCTGCTGCAGCACTTCAGCTTCTCGGTGCCCACTGGACAGC
4141 CCCGGCCCAGCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGAGCCCATCCCCCTATGAGCTTT
4201 GTGCTGTGCCCCGCTAGAATGGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTC
4290 TAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCC———===————— e

2D6ex9f3. 57-CTTCACCTCCCTGCTGCAG-3~ [Schaeffeler et al., 2003]
2D6ex9r3: 57 -TCACCAGGAAAGCAAAGACA-3” [Schaeffeler et al., 2003]
2D6ex9probe: 6-FAM-57-CCGGCCCAGCCACCATGG-3”-TAMRA [Schaeffeler et al., 2003]

Abb. 34: Sequenzabschnitt 4039 bis 4290 des CYP2D6 Gens: gezeigt sind die Bindungsstellen der Oligonukleotid-
Primer 2D6ex9f3 und 2D6ex9r3 (grau unterlegt) sowie der TagMan-Sonde 2D6exprobe (gelb unterlegt). Mit den
hier aufgefiihrten Oligonukleotid-Primern werden 89 bp innerhalb von Exon 9 des CYP2D6 Gens amplifiziert
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7.2 Methadonpatienten
u u . . - Dosis Dosis | Spiegel | Spiegel Quot_|ent .
I_Da— Ge- Genotyp Ph&- | Pra- I_DOS|s G_eW|cht GrofRe in (R)-Met. | (S)-Met. | (R)-Met. | (S)-Met. D0_5|s/ Beikon-
tient | schlecht notyp | parat | in ml in kg cm Spiegel sum
mg/kg mg/kg mg/l mg/l (R)-Met
36 f *4 | -1584G EM P 8,5 60 166 0.708 - 0,253 - 2,800 -
39Y m wt / wt EM M 14 66 173 0.106 0.106 0,126 0,289 0,839 +
40 m wt / wt EM M 7 124 186 0.282 0.282 0,305 0,381 0,924 -
41 m wt / -1584G EM M 4 68 180 0.294 0.294 0,075 0,079 3,947 -
42 m *4 | -1584G EM M 5 63 178,5 0.397 0.397 0,071 0,053 5,626 +
43 m wt / wt EM M 3 54 173 0.278 0.278 0,062 0,075 4,477 -
44 f *4 | *4 PM M 2,5 90 165 0.139 0.139 0,09 0,099 1,542 -
45 m wt / -1584G EM P 4 52 174 0.385 - 0,109 - 3,529 +
47 m wt / -1584G EM M 8 70 176 0.571 0.571 0,2 0,177 2,852 +
48 m wt / -1584G EM M 10 90 176 0.556 0.556 - 0,682 - +
50 m *4 [ -1584G EM M 12,5 61 167 1.025 1.025 0,317 0,254 3,233 -
51 f wt / *4 IMEM| M 2 68 169 0.147 0.147 0,034 0,037 4,333 -
52 m *6 / *9 IM M 8 100 187 0.4 0.4 0,243 0,176 1,646 +
53 f wt / *4 IMEM| M 3,5 55 166 0.318 0.318 0,058 0,064 5,519 -
54 f wt / wt EM P 5 60 178 0.417 - 0,076 - 5,482 -
55 f wt / wt EM M 4,5 60 173 0.375 0.375 0,086 0,097 4,377 +
56 m wt / wt EM M 5 76 183 0.329 0.329 0,16 0,152 2,059 -
57 f *4 [ -1584G EM M 2 60 162 0.167 0.167 0,057 0,048 2,916 -
58 m wt / -1584G EM M 13 77 177 0.844 0.844 0,213 0,193 3,963 +
59 f wt / -1584G EM M 6,5 64 174 0.508 0.508 0,117 0,09 4,338 +
60 f wt / wt EM M 6 97 176 0.309 0.309 0,245 0,171 1,261 -
61 m *4 | *9 IM M 7 106 182 0.33 0.33 0,25 0,256 1,322 +
62 m wt / *5 IM/EM M 3 64 174 0.234 0.234 0,083 0,085 2,816 -
63 f *5 [ -1584G EM M 22 62 164 1.774 1.774 0,082 0,055 21,634 -
64 f *4 [ -1584G EM M 4,5 63 162 0.357 0.357 0,117 0,062 3,064 +
65 m wt / wt EM P 7,5 101 179 0.371 - 0,153 - 2,427 -
66 f wt / -1584G EM M 4 68 173 0.294 0.294 0,22 0,109 1,334 +
67 f -1584G / -1584G EM M 6,5 68 172 0.478 0.478 0,058 0,06 8,308 +
68 f wt / -1584G EM M 14 65 153 1.077 1.077 0,138 0,093 7,806 +
69 m wt / -1584G EM M 8,5 61 177 0.697 0.697 0,141 0,138 4,948 +
70 f wt / -1584G EM P 5 65 172 0.385 - 0,122 - 3,153 +
717 m wt / wt EM M 10 85 186 0.588 | 0.588 | 0,152 | 0,099 | 3,879 +
729 f -1584G / -1584G EM P 6,5 80 168 0.406 - 0,239 - 1,700 -
73 f *4 | -1584G EM M 15 47 159 0.16 0.16 0,066 0,075 2,422 -
74 m wt / *6 IM/EM M 12 98 180 0.612 0.612 0,157 0,112 3,891 +
75 m wt / -1584G EM M 12 83 172 0.723 0.723 0,324 0,233 2,233 +
76 f *4 | -1584G EM M 5 64 155 0.391 0.391 0,09 0,109 4,327 -
77 m wt / *9 EM M 10 76 181 0.658 0.658 0,053 0,015 12,377 -
78 f wt / wt EM P 5,5 68 167 0.404 - - - - -
79 m -1584G / -1584G EM M 6 83 167 0.361 0.361 0,051 0,028 7,113 -
80 f wt / wt EM M 8 61 163 0.656 0.656 0,241 0,127 2,715 +
81 f wt / *4 IM/EM M 1,5 50 160 0.15 0.15 0,048 0,026 3,097 -
82 i v | ™ | @ 62 175 | 0081 | 0081 | 0027 | 0,023 | 2,999 |
83 m wt / *4 IM/EM M 3 68,4 178,5 0.219 0.219 0,049 0,036 4,496 +
84 f wt / *3 IMIEM| P 3 53 160 0.283 - 0,084 - 3,369 -
85" f wt / -1584G EM M 40 64 165 3.125 | 3.125 0,44 0,488 | 7,095 -
87 m *3/*4 PM P 3 60 180 0.25 - 0,057 - 4,386 -
88 f *4 [ -1584G EM M 3 60 174 0.25 0.25 0,051 0,048 4,911 +
89 m wt / *4 IM/EM M 7 69 180 0.507 0.507 0,141 0,168 3,605 -
90 f *4 | -1584G EM M 4 58 167 0.345 0.345 0,097 0,132 3,547 -
92 m wt / -1584G EM M 5 64 180,5 0.391 0.391 0,184 0,239 2,123 -
93 m wt / -1584G EM M 14 64 178 1.094 1.094 0,177 0,096 6,195 +
94 m wt/*4 IM/EM M 5 60 178 0.417 0.417 0,104 0,086 3,989 -
95 m wt / wt EM P 4 52 171 0.385 - 0,077 - 4,995 +
96 f wt/*4 IMIEM| M 0,3 54 160 0.028 0.028 - - - -
:ﬁ E wt / wt % i: 0,4 ﬁ ﬁ 0.024 - - - - -
99 f wt / wt EM M 7 54 168 0.648 0.648 0,1 0,089 6,478 -
1007 m wt / *4 IM/EM M 6 60 164 0.5 0.5 0,055 0,073 9,044 +
101 m wt / wt EM M 3 74 181 0.203 0.203 0,074 0,09 2,736 +
102 m wt / -1584G EM M 3 72 176 0.208 0.208 0,038 0,033 5,537 -
103 m wt / wt EM M 6 122 181 0.246 0.246 0,216 0,248 1,139 +
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. u . . o Dosis Dosis | Spiegel | Spiegel Quot_lent .
I_Da- Ge- Genotyp Pha- | Pra- I_303|s G_eW|cht GroRRe in (R)-Met. | (S)-Met. | (R)-Met. | (S)-Met. DQS|s/ Beikon-
tient | schlecht notyp | parat | in ml in kg cm Spiegel sum
mg/kg mg/kg mg/l mg/l
(R)-Met.
wt / wt / -1584G od.
104 f Wt/ -1584G / -1584G UM P 10,5 66 184 0.795 £ 0,163 £ 4,880 £
105 m wt / *4 IMEM| M 8 62 174 0.645 0.645 0,059 0,053 | 10,899 +
106 m *4 | *6 PM P 6 83 174 0.361 - 0,097 - 3,726 +
107 m wt / -1584G EM P 2 78 175 0.128 - - - - -
108 f wt / *6 IMIEM| M 4,5 61 169 0.369 0.369 0,046 0,041 8,069 +
109 m wt / -1584G EM M 5 82 192 0.305 0.305 0,065 0,043 4,691 -
112 f wt/*9 EM M 5,5 44 157 0.625 0.625 0,126 0,126 4,956 +,
113 f *4 [ -1584G EM M 7 50 164 0.7 0.7 0,279 0,209 2,509 +
114 m wt / -1584G EM M 2 61 187 0.164 0.164 0,034 0,043 4,754 -
1157 m wt / -1584G EM P 9 76 178 0.592 - 0,302 - 1,961
116 f -1584G / -1584G EM M 15 59 164 0.127 0.127 - - - -
117 m wt / wt EM M 3 85 192 0.176 0.176 0,048 0,048 3,707 -
118 f wt / wt EM M 4.5 59 164 0.381 0.381 0,075 0,08 5,080 +
119 f wt / -1584G EM M 9,5 52 162 0.913 0.913 0,095 0,086 9,611 +
120 m wt/*4 IM/EM M 5,5 93 183 0.296 0.296 0,14 0,09 2,113 +
123 m wt / wt EM M 4 70 185 0.286 0.286 0,03 0,032 9,669 +
125 m wt / -1584G EM M 6,5 86 172 0.378 0.378 0,278 0,224 1,359 -
1287 m wt / *4 IM/EM M 9 64 169 0.703 0.703 0,044 0,032 15,899 -
132 f wt / wt EM M 8 85 181 0.471 0.471 0,112 0,093 4,215 +
137 m wt / *5 IM/EM M 4.5 74 174 0.304 0.304 0,082 0,085 3,706 -
wt / *4 [ -1584G bzw.
138 | f |A/ASBAGTAASBAG) gy | p |y | sg 172 | 1.186 . 0,119 - 9,970 | +
*4 | *4 | -1584G
139 f wt/*5 IM/EM M 9 45 152 1 1 0,392 0,498 2,551 -
140 m wt / -1584G EM M 3,5 58 172 0.302 0.302 0,054 0,048 5,603 +
142 f wt / wt EM P 3 64 169 0.234 - 0,117 0,029 -
145 m wt / *6 IM/EM M 3 69 173 0.217 0.217 0,044 0,025 4,991 +
146 f wt / -1584G EM P 5 52 160 0.481 - 0,196 - 2,453 +
147 m wt / -1584G EM P 4,5 81 180 0.278 - 0,108 - 2,572 -
148 f wt / -1584G EM P 8 43 161 0.93 - 0,343 - 2,712 +
149 m wt / wt EM M 7,5 78 188 0.481 0.481 0,142 0,135 3,389 +
152 f *4 [ -1584G EM M 18 68 170 1.324 1.324 0,31 0,261 4,275 +
154 f wt / wt EM M 4 58 170 0.345 0.345 0,046 0,052 7,543 +
155 f wt / wt EM P 7 64,5 173,55 0.543 - 0,164 - 3,309 -
156 m *9 [/ -1584G EM M 3 74 182 0.203 0.203 0,048 0,045 4,231 +
159 m *4 | -1584G EM P 6 82 178 0.366 - 0,058 - 6,308 +

Tabelle 25: Aufstellung der 96 Personen, die im Rahmen eines Substitutionsprogramms Methadon verabreicht

bekommen haben. Aufgefiihrt sind die Nummern, Gewicht, Grofie und Geschlecht, der ermittelte
Genotyp beziiglich der untersuchten Mutationen im CYP2D6 Gen, wahrscheinlicher Phénotyp der
CYP2D6 Enzymaktivitit, Form, Menge und Konzentration in ml, bzw. mg/kg des verabreichten
Methadons, der gemessene Spiegel an (R)- und (S)-Methadon im Blutplasma, der Quotient aus
verabreichter Dosis und dem gemessenen Spiegel an (R)-Methadon sowie der Beikonsum von
weiteren Medikamenten der einzelnen Patienten.

Nach Angaben des behandelnden Arztes:

1) Patientin #85: unterzog sich einer antiviralen Therapie mit Enzyminduktion
2) Patient # 115: hat eine Leberzirrhose mit CHE 2012 und Quick von 54%

3) Patienten #39, #71, #72, #100, #128 haben ein Alkoholproblem

m: ménnlich; f: weiblich; wt: Wildtyp; *: Allel; -1584G: Basenaustausch von Cytosin zu Guanin
an Position -1584; PM = poor metabolizer (rot); IM = intermediate metabolizer (gelb unterlegt);
EM = extensive metabolizer (schwarz); UM = ultra rapid metabolizer (griin unterlegt);

IM/EM = mégliche intermedidre Metabolisierer (blau); M: rac-Methadon; P: L-Polamidon
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