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1. Zusammenfassung und Summary

1. ZUSAMMENFASSUNG UND SUMMARY

1.1 Zusammenfassung

Fenproporex ist ein Anorektikum. Es wird durch N-Desalkylierung zu
R(-)-Amphetamin und S(+)-Amphetamin metabolisiert. Eine Beteiligung des
polymorphen Cytochroms P450 (CYP) Isoenzyms CYP2D6 am Metabolismus
solcher Amphetamin-Vorlaufersubstanzen wurde in der Literatur lange
kontrovers diskutiert. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass nicht nur
CYP2D6, sondern auch CYP1A2, CYP2B6 und CYP3A4 an der N-
Desalkylierung beider Enantiomere mit leichter Praferenz far das
S(+)-Enantiomer beteiligt sind. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation
wurden in in-vivo Experimenten die Blutkonzentrationen von R(-)-Amphetamin
und S(+)-Amphetamin nach Gabe von Fenproporex in verschiedenen
Rattenstdmmen bestimmt. Dabei wurden weibliche Dark Agouti-Ratten (fDA) als
Modell des humanen CYP2D6 Poor Metabolizer Phanotyps, ménnliche Dark
Agouti-Ratten (mDA) als Intermediate Modell und méannliche Wistar-Ratten (WI)
als Modell fir den humanen CYP2D6 Extensive Metabolizer Phénotyp
eingesetzt. Die Analyse der entsprechenden Plasmaproben ergab, dass die
weiblichen Dark Agouti-Ratten fir beide Enantiomere des Amphetamins
signifikant héhere Plasmakonzentrationen aufwiesen als die der mannlichen
Wistar-Ratten. Die Amphetamin-Plasmakonzentrationen der méannlichen Dark
Agouti-Ratten lagen zwischen denen der weiblichen Dark Agouti- und der
mannlichen Wistar-Ratten. Daruber hinaus fihrte eine Vorbehandlung der
Wistar-Ratten mit Chinin (WIQ), einem spezifischen Inhibitor des Cytochrom
P450 Isoenzyms 2D, Zu signifikant héheren Amphetamin-
Plasmakonzentrationen, die wiederum nicht signifikant unterschiedlich waren zu
denen in weiblichen Dark Agouti-Ratten. Diese Studien legen nahe, dass
CYP2D6 nicht fur die N-Desalkylierung von Fenproporex zu Amphetamin
entscheidend ist. MAglicherweise spielt dieses polymorphe Isoenzym jedoch fir
einen anderen Metabolismus-Schritt, ndmlich fir die Ring-Hydroxylierung, eine
entscheidende Rolle. Dies soll in einer zukinftigen Studie untersucht werden.
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1.2 Summary

Fenproporex (FP) is a widely used anorectic and is known to be N-dealkylated
to R(-)-amphetamine (AM) and S(+)-amphetamine. Involvement of the
polymorphic cytochrome P450 (CYP) isoform CYP2D6 in metabolism of such
amphetamine precursors is discussed controversially in literature. Studies had
revealed that not only CYP2D6 but also CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4
catalyzed this metabolic reaction for both enantiomers with slight preference for
the S(+)-enantiomer. Within the framework of this dissertation in vivo
experiments were performed to determine blood levels of R(-)-amphetamine
and S(+)-amphetamine formed after administration of FP in female Dark Agouti-
rats (fDA), a model of the human CYP2D6 poor metabolizer phenotype, male
Dark Agouti-rats (mDA), an intermediate model, and in male Wistar-rats (WI), a
model of the human CYP2D6 extensive metabolizer phenotype. Analysis of the
plasma samples showed that fDA exhibited significantly higher plasma levels of
both amphetamine enantiomers compared to those of WI. Corresponding
plasma levels in mDA were between those in fDA and WI. Furthermore,
pretreatment of WI with the CYP2D inhibitor quinine (WIQ) resulted in
significantly higher amphetamine plasma levels, which did not significantly differ
from those in fDA. The in vivo studies suggested that CYP2D6 is not crucial to
the N-dealkylation but to another metabolic step, most probably to the ring
hydroxylation. Further studies are necessary for elucidating the role of CYP2D6
in FP hydroxylation.
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2. ALLGEMEINER TEIL

2.1 Einleitung

2.1.1 Amphetamin, Methamphetamin und Amphetamin-abgeleitete
Medikamente

Amphetamin (R,S-1-Phenyl-2-propanamin) und Methamphetamin (R,S-N-
Methyl-1-phenyl-2-propanamin)  sind  Psychostimulantien  mit  hohem
Missbrauchspotential, die ihre Wirkung Uber die Freisetzung von Noradrenalin,
Dopamin und Serotonin bzw. Uber die Hemmung der Wiederaufnahme dieser
Neurotransmitter erzielen. Sie haben keine Affinitdt zu Adrenorezeptoren oder
Dopaminrezeptoren. lhre Effekte resultieren aus einer nicht-exozytotischen,
carrier-vermittelten Freisetzung von Neurotransmittern. Die S(+)-Enantiomere
von Amphetamin und Methamphetamin haben eine finfmal stérker
stimulierende Wirkung als die R(-)-Enantiomere. Die Hauptmetabolismuswege
sind seit Jahren bekannt: aromatische Hydroxylierung, aliphatische
Hydroxylierung, N-Desmethylierung, oxidative Desaminierung, N-Oxidation und
Konjugation des Stickstoffs. Die phenolischen Metaboliten werden teilweise
konjugiert ausgeschieden (Kraemer, 2002; Musshoff, 2000). Sowohl
Amphetamin und Methamphetamin als auch einige ihrer Derivate unterliegen
dem Betdubungsmittelgesetz und wurden in die Liste der verbotenen
Substanzen des Internationalen Olympischen Komitees (IOC) und der Welt-
Anti-Doping-Agentur (WADA) aufgenommen. Fahren unter Einfluss von Drogen
("driving under the influence of drugs", "DUID") ist ein Thema, das in den
Industrienationen immer gréBere Bedeutung gewinnt, da es haufig den Grund
fir Unfalle im StraBenverkehr darstellt. Amphetamin und einige seiner Derivate
gehoren zu den Substanzen, auf die im Rahmen solcher DUID-Félle getestet
wird (Kraemer, 2007).

N-alkylierte oder N,N-bisalkylierte Amphetamin-Derivate wie z.B. Clobenzorex,
Famprofazon, Mefenorex, Methamphetamin, Prenylamin, Selegilin oder das im
Rahmen dieser Arbeit untersuchte Fenproporex werden therapeutisch als
Sympathomimetika, Anorektika, nicht-opioide Analgetika, Parkinsonmittel oder
Vasodilatatoren eingesetzt. Lange Zeit wurde dabei Ubersehen, dass die
Einnahme dieser Substanzen der Grund flr positive Amphetamin-Ergebnisse in
Drogen-Tests sein kdnnte. Dies mag damit zusammenhangen, dass in
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mehreren alteren Publikationen die metabolische Bildung von Amphetamin oder
Methamphetamin aus diesen Medikamenten fir irrelevant oder gar nicht
existent erklart wurde. Nichtsdestotrotz fielen bei Drogen-Tests (z.B. in der
Psychiatrie, am Arbeitsplatz, bei DUID-Untersuchungen) zahlreiche Félle
ungeklérter, positiver Amphetamin-Ergebnisse nach Einnahme dieser
Medikamente auf (Kraemer, 1998; Kraemer, 2002; Moeller, 2002).

2.1.1.1 Fenproporex

Fenproporex (R, S-3-[(1-phenyl-2-propyl)-amino-]propionitril) ist ein
Anorektikum. Zahlreiche Autoren behaupteten, dass Fenproporex kein
Abhangigkeitspotential oder zentral-stimulierende Effekte besitze (Cession-
Fossion, 1970; Hertel, 1978). So wurde postuliert, dass die Cyano-Gruppe die
N-Desalkylierung von Fenproporex zu Amphetamin verhindere. Andere Autoren
berichteten jedoch Uber die metabolische N-Desalkylierung von Fenproporex zu
Amphetamin (AM) (Coutts, 1986; Nazarali, 1983; Tognoni, 1972). Letzteres war
in Urin- oder Haarproben nach Einnahme von Fenproporex nachgewiesen
worden (Cody, 1999; de la Torre, 1996; Nakahara, 1995; Nakahara, 1996). In
diesen Publikationen waren allerdings nur die Muttersubstanz und das
Amphetamin, nicht aber mdglicherweise spezifischere Metaboliten,
bertcksichtigt worden. Die Metabolisierungswege von Fenproporex im Ganztier
Ratte und auch im Menschen wurden inzwischen beschrieben (Coutts, 1986;
Kraemer, 2000). Tatsachlich gibt es zwei Hauptmetabolisierungswege: N-
Desalkylierung zu Amphetamin und die Ringhydroxylierung. Die Abbildung 1
zeigt das entsprechende Metabolismusschema.

10
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Abb. 1: Metabolismus von Fenproporex (nach: Kraemer, Theis, Weber, Maurer 2000(Coutts,
1986; Kraemer, 2000))

2.1.2 Die Cytochrom P450 (CYP)-Enzymfamilie

Die Cytochrom P450 Enzyme haben die gréBte Bedeutung hinsichtlich des
Phase |-Metabolismus von Fremdstoffen, aber auch von kérpereigenen
Substanzen. Diese sogenannten Funktionalisierungsreaktionen dienen der
EinfGhrung oder Freilegung funktioneller Gruppen, die anschlieBend im Rahmen
der Phase Il Reaktionen, den Konjugationsreaktionen, an endogene polare
Molekule, wie z.B. Glukuronsaure, gekoppelt werden. Hierdurch wird in der
Regel eine Hydrophilisierung und damit eine verbesserte Ausscheidbarkeit aus
dem Organismus erzielt. Darlber hinaus stellt der Metabolismus ein
Entgiftungs- und Inaktivierungssystem dar. Seltener kann der Phase I-Metabolit
jedoch auch deutlich toxischer als die Muttersubstanz sein oder es werden
toxische Intermediate oder freie Radikale gebildet. CYP Enzyme kdnnen also
auch zur Giftung beitragen (Rendic, 1997). Bei sogenannten Prodrugs stellt der
Metabolit das eigentliche Wirkprinzip dar (Forth, 2001). Die Aufklarung der
Metabolismuswege von Arzneistoffen ist also notwendig fur ihre Risiko- und
Wirksamkeitsabschétzung (Ono, 1996).

11
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2.1.2.1 Struktur und Funktion

Cytochrom P450 Enzyme sind H&moproteine, die in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums verankert sind. Das Zentralatom Eisen liegt im
Low-spin-Zustand als Fe3+ vor. Es hat sechs Liganden, von denen vier mit dem
Stickstoff aus dem Porphyrinring des Hams koordiniert sind. Uber die fiinfte
Koordinationsstelle ist das Ham-Eisen mit einem Cystein-Schwefel des
Apoproteins verbunden. Man nennt CYP-Enzyme deshalb auch H&m-Thiolat-
Komplexe. Der sechste Ligand ist durch Wasser besetzt (Pfeifer, 1995).

CYP-Enzyme katalysieren hauptsachlich Oxidationen, seltener Reduktionen. Im
Rahmen der Reaktion wird aus molekularem Sauerstoff (O,) ein Sauerstoffatom
in das Substrat eingefihrt, das zweite zu Wasser reduziert. CYP-Enzyme
werden wegen dieses Mechanismus auch mischfunktionelle Monooxigenasen
genannt. In Abbildung 2 ist der Reaktionszyklus dargestellt. AuBer molekularem
Sauerstoff wird zur Reaktion noch das Coenzym NADPH-Cytochrom P450-
Oxidoreduktase bendtigt, Uber das das erste Elektron im Reaktionszyklus
ausschlieBlich bereitgestellt wird. Das zweite Elektron kann ebenfalls von
diesem Enzym oder aber auch Uber das zweite Redoxsystem, Cytochrom b5
und NADPH Cytochrom b5-Reduktase, geliefert werden.

12
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Abb. 2: Redoxzyklus von CYP-Reaktionen (aus (Rang, 1999), S. 81)

2.1.2.2 Nomenklatur und Vorkommen

Cytochrom P450 Enzyme zeigen im reduzierten Zustand im Komplex mit
Kohlenmonoxid ein Absorptionsmaximum des Differenzspektrums bei 450 nm.
Hiervon leitet sich der Name P450 ab. Die Einteilung und Nomenklatur der
CYP-Gene erfolgt nach der Homologie der Aminosauresequenzen (Rendic,
1997). CYP steht fur Cytochrom P450, gefolgt von einer arabischen Ziffer fur
die Familie, einem GroBbuchstaben fir die Subfamilie und einer arabischen

Ziffer fur die Isoform (Nelson, 1996) (siehe Tabelle 1).

13
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14

Sequenzhomologie

Beispiel fir Nomenklatur

Familie > 40% CYP2
Subfamilie >53% CYP2C
Isoform CYP2C19

Tab. 1: Nomenklatur innerhalb der CYP-Enzymfamilie

CYP-Enzyme kommen ubiquitar vor: in Bakterien, Pflanzen und Tieren. Die
bekannten CYP-Gene gehen vermutlich auf ein gemeinsames Vorlaufergen
zurlck, das vor 3-3,5 Milliarden Jahren entstanden sein dirfte. Beim Menschen
unterscheidet man 14 CYP-Genfamilien und 20 Subfamilien. Insgesamt sind 33
menschliche CYP-Isoformen bekannt, von denen 12 aus 7 Subfamilien der
Genfamilien 1, 2 und 3 fiur den Fremdstoffmetabolismus relevant sind (siehe
Abbildung 3). Die Ubrigen CYP-Enzyme katalysieren die Biotransformation
endogener Substrate. Die am Arzneistoffwechsel beteiligten Enzyme zeigen

eine breite Substratspezifitat.

Relevant for Drug Metabolism:

3 Genefamilies with 1

7 Subfamilies with .

12 Isoenzymes

CYP [ 2

C18

C19

D6

E1 |/

Polymorphism

A4 |

A5

Total:

14 Genefamilies with

20 Subfamilies with

33 Isoenzymes (known so far)

4,5,7,8,11,17,19, 21, 24, 27, 51

Abb. 3: Cytochrom P450 Enzyme beim Menschen und relevante Isoformen flir den

Fremdstoffmetabolismus
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In Séugetieren sind CYP-Enzyme in nahezu allen Geweben zu finden. Den
héchsten Anteil mit 90-95% des gesamten CYPs enthalt die Leber. Davon
entfallen 60-65% auf Enzyme des Fremdstoffmetabolismus. Abbildung 4 zeigt
die prozentuale Verteilung der einzelnen Isoformen in der humanen Leber
sowie den relativen Anteil der Isoformen am Fremdstoffmetabolismus.

CYP-Expression in Liver Involvement in
(Human) Xenobiotics Metabolism

1A2 246 142 286

others
249%

30%

Abb. 4: Relative Mengenverteilung der CYP-Isoenzyme in der menschlichen Leber (links) und
deren relative Beteiligung am Fremdstoffmetabolismus (rechts)

Bemerkenswert ist, daB das nur zu etwa 2% vorkommende CYP2D6 einen
Anteil von 30% am Arzneistoffwechsel hat. Dies ist auch aus dem Grund von
Bedeutung, dass CYP2D6 polymorph exprimiert wird. Unter genetischem
Polymorphismus versteht man das Auftreten bestimmter Mutationen, aufgrund
derer bestimmte Enzyme nicht exprimiert werden oder in ihren katalytischen
Eigenschaften verandert sind. Man spricht von defizienten (poor), normalen
(extensive) und im Falle von CYP2D6 auch extrem schnellen (ultrarapid)
Metabolisierern flur ein bestimmtes Isoenzym. Etwa 7% der Kaukasier sind
defizient fir CYP2D6 (poor metabolizers) (Bertilsson, 1995; Smith, 1998) und 1-
3% unter Asiaten und Afrikanern. 80-85% der Kaukasier sind extensive und 1-
10% ultrarapid Metabolisierer (Meyer, 2000). CYP2D6 Aktivitdten variieren
daher interindividuell um das tausendfache (Yan, 2001). Genetischer
Polymorphismus ist bis heute bekannt fir CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19 und eben CYP2D6. Das CYP2C19-Gen fehlt bei 2-6% der
kaukasischen Bevolkerung und bei bis zu 20% der Asiaten (Flockhart, 1995;
Rendic, 1997). Aber auch nicht polymorph exprimierte CYP-lsoenzyme wie

15
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CYP3A4 kbénnen in ihrem Auftreten variieren. Dies wird hauptséchlich durch
Induktion  oder Inhibition der Aktivitdt durch  Arzneistoffe  oder
Umweltchemikalien verursacht. So kann die enzymatische Funktion von
CYP3A4 um das 20-fache variieren (Eichelbaum, 2001; Rendic, 1997). Wird die
Aktivitat eines CYP-lIsoenzyms durch Induktion oder Inhibition verandert, kann
sich die biologische Aktivitdt von Fremdstoffsubstraten dramatisch &ndern.
Solche Effekte bezeichnet man als drug-drug, drug-chemical oder chemical-
chemical Interaktionen (Rendic, 1997).

2.2 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Untersuchungen speziell zum CYP-Metabolismus werden heute auch als
integraler Bestandteil der Arzneistoffentwicklung und Risikobewertung von
Fremdstoffen betrachtet (Guengerich, 1998). Arbeiten zu diesem Thema
schlieBen Studien an CYP-Enzymen in experimentellen Tiermodellen, aber
auch in humanen Systemen ein. Besonders die Abschéatzung von
Fremdstoffinteraktionen wie z.B. kompetitive Inhibition auf der Ebene des CYP-
Metabolismus erfordert die Aufklarung der Isoformenabhéngigkeit in den
wichtigsten CYP-katalysierten Reaktionen einer Substanz. In einer
vorangegangenen Dissertation im Arbeitskreis waren die humanen hepatischen
CYPs identifiziert worden, die die N-Desalkylierung von Fenproporex zu R(-)-
Amphetamin und S(+)-Amphetamin katalysieren. Dartber waren die kinetischen
Konstanten fir diese Reaktionen ermittelt worden. In weiteren Untersuchungen
war die Bildung von R(-)-Amphetamin and S(+)-Amphetamin aus der
Muttersubstanz Fenproporex in humanen Lebermikrosomen mit CYP2D6 poor
metabolizer Genotyp (PM HLM) mit derjenigen in gepoolten humanen
Lebermikrosomen jeweils in Anwesenheit und Abwesenheit des spezifischen
CYP2D6 Inhibitors Chinidin verglichen worden.

16
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, den tatséchlichen in vivo Einfluss
von CYP2D6 auf den Metabolismus von Fenproporex zu untersuchen. Da
Versuche an Menschen nicht mdglich waren, sollten verschiedene
Rattenstdmme verwendet werden. Weibliche Dark Agouti-Ratten sollten dabei
als Modell des humanen CYP2D6 poor metabolizer Phénotyps herangezogen
werden, wahrend mannliche Wistar-Ratten als Modell fir den humanen
extensive metabolizer Phanotyp dienen sollten. Ausserdem sollte Uberpruft
werden, ob mannliche Dark Agouti-Ratten als Modell des intermediate
metabolizer Phanotyps fungieren kénnen.

Nach Gabe von Fenproporex sollten die Plasma-Konzentrationen von R(-)-AM
und S(+)-AM in den verschiedenen Rattenmodellen bestimmt werden. Der
Vergleich der Ergebnisse in den verschiedenen Modellen sollte im Hinblick auf
eine mogliche Relevanz auch flur die Pharmakokinetik im Menschen (bei poor
metabolizern und bei extensive metabolizern) ausgewertet werden.

Die mdglicherweise gefundenen pharmakokinetischen Unterschiede in den
verschiedenen Modellen sollten in Hinblick auf ihre Relevanz flr die klinische
und forensische Toxikologie und fir die Dopingkontrolle diskutiert werden.

17
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3. EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Fenproporex wurde von Herrn Professor Pfleger, Homburg, zur Verfugung
gestellt. Methanolische Lésung von Amphetamin-D11 (1000 mg/L), Chinin
wurde von Promochem und Amphetamin-Hydrochlorid von Lipomed bezogen.
0.1 M S-(-) Heptafluorbutyrylprolylchlorid (HFBPCI) in Dichlormethan wurde
gemal Peters (Peters, 2002) synthetisiert.

NADP* wurde von Biomol (Hamburg), Isocitrat und Isocitratdehydrogenase von
Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Ammoniumformiat und Superoxid-
Dismutase stammten von Fluka (Neu-Ulm). Alle weiteren verwendeten
Chemikalien stammten von E. Merck (Darmstadt) und entsprachen p.a.
Qualitat.

3.2 In vivo-Stoffwechselversuche an der Ratte

3.2.1 Stoffwechselversuch

Zu toxikologisch-diagnostischen Zwecken wurden Untersuchungen an
mannlichen Wistar-Ratten (WI) (Ch. River, Sulzfleck), mé&nnlichen Dark Agouti-
Ratten (mDA) (siehe Abbildung 5) und an weiblichen Dark Agouti-Ratten (fDA)
(beide von Harlan-Winckelman, Borchen, Deutschland) durchgefihrt. Die
Ratten wurden unter kontrollierten Luftfeuchte- und Temperatur-Bedingungen

(23 £ 1°C) gehalten. Der Tag-Nacht-Zyklus betrug 12 Stunden (Licht-an von
7.00 Uhr bis 19 Uhr). Futter und Wasser gab es ad libitum.
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Abb. 5: Mannliche Wistar-Ratte (links) und méannliche Dark Agouti-Ratte (rechts)

Jeweils finf Ratten eines Stammes wurde einmalig Fenproporex (3 mg/kg KG)
in je 2 mL wéBriger Losung per Schlundsondierung verabreicht. In speziellen
Stoffwechselkafigen wurde der Urin von den Faeces getrennt und Uber 24
Stunden gesammelt. Auf die gleiche Weise wurde vor Substanzverabreichung
Nativurin gewonnen, um mdgliche analytische Interferenzen der Matrix
ausschlieBen zu koénnen. Alle Proben wurden direkt analysiert und der
verbleibende Rest fur weitere Untersuchungen bei —20°C gelagert.

In einer weiteren Versuchsserie wurden méannliche Wistar-Ratten mit Chinin
(80 mg/kg KG) drei Stunden vor der Verabreichung von Fenproporex (3 mg/kg
KG) vorbehandelt (Law, 2000; Staack, 2004). Danach wurde wie oben
beschrieben weiterbehandelt.

Blutproben wurden aus der Schwanzvene der Ratten 3, 6, 9 und 12 Stunden
nach Verabreichung von Fenproporex entnommen. Alle Blutproben wurden
unmittelbar nach Erhalt mittels GC-MS analysiert (s. Abschnitt 4.1).

3.2.2 Probenvorbereitung der Blutproben der Ratten

Die Blutproben der Ratten wurden geméss einer validierten Methode, allerdings
mit leichten Modifikationen, aufgearbeitet (Peters, 2002). Aliquote (0,2 mL) des
Rattenblutplasmas wurden mit 2 mL Wasser verdinnt. Nach Zugabe von
0,1 mL einer methanolischen Lésung des razemischen internen Standards (IS)
AM-dy1 (0,2 yg/mL) wurden die Proben fur etwa 15 Sekunden auf einem
Rundschuttler geschittelt und auf die HCx Festphasen-S&aulen gegeben. Diese
waren vorher mit jeweils 1 mL Methanol und gereinigtem Wasser konditioniert
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worden. Nach der Extraktion wurden die Saulen mit 1 mL Wasser, 1 mL 0,01 M
Salzsaure und 2 mL Methanol gewaschen. Die Saulen wurden trockengesaugt
und die Analyten dann mit 1 mL einer Methanol/wéassrigem Ammoniak Losung
(98:2 viv) in 1.5mL Reaktionsgefdsse gegeben. Das Eluat wurde unter
Stickstoff bei 56 °C zur Trockne eingedampft. Nach Zugabe von 0,2 mL eines
wassrigen Carbonat-Puffers (5%, w/v; pH 9) und 6 yL des Derivatisierungs-
Reagenzes HFBP wurden die Reaktionsgefédsse verschlossen und fur 30
Minuten auf dem Rundschuttler belassen. Dann wurden 0,1 mL Cyclohexan
dazupipettiert, das Gefass wieder verschlossen und 1 Minute auf dem
Rundschdttler geschuttelt. Die Phasen wurden durch Zentrifugation fir etwa
eine Minute bei 14.000 upm getrennt. Die Cyclohexan-Phase (oben) wurde in
Autosampler-Vials pipettiert. Aliquote (3 yL) wurden in das GC-MS System
eingespritzt.

3.2.3 Bestimmung der Amphetamin-Enantiomeren im Blutplasma mittels
enantioselektiver GC-MS

Apparatus: Die Proben wurden mittels eines Agilent Technologies (AT,
Waldbronn, Germany) 6890 series GC System mit einem AT 5973 network
Massenselektiven Detektor, einem AT 7683 Injektor und einer AT Chem Station
G1701CA (Version C.00.00 21.12.1999) analysiert.

GC Bedingungen: Splitless Injektionsmodus; Saule, 5% Phenyl Methyl Siloxane
(HP-5MS, 30 m X 0.25 mm |.D., 250 nm Filmdicke); Einspritzblocktemperatur,
280°C; Tragergas, Helium; Flussrate, 1 mL/min; S&ulentemperatur, von 100°C
nach 180°C mit 30°C/min, dann von 230°C mit 5°C/min und schlieBlich auf
310°C mit 30°C/min.

MS Bedingungen: Transfer line Heizer, 280°C; NICI, Methan (2 mL/min);
Quellentemperatur, 150°C; Solvent delay, 9 min; Selected lon Monitoring (SIM)
Modus; 9-11 min m/z 399 (Target-lon), 379, 439 for AM-d¢¢; 388 (Target-lon),
368, 428 for AM. Die Enantiomere von AM wurden quantifiziert durch Vergleich
der Peakflachenverhéltnisse (Enantiomer des Analyten vs. entsprechendes
Isomer des Internen Standards) mit denen von Kalibrationsgeraden (lineares
Regressionsmodell), bei denen die Peakflachenverhéltnisse von gespikten
Kalibrierstandards gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetragen
wurden.
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3.2.4 Aufarbeitung der Urinproben

5 ml Urin wurden mit 1 mol/L Essigséure auf pH 5,2 eingestellt. Danach wurden
0,05 ml einer Lésung von B-Glucuronidase und Arylsulfatase zugegeben und
das Gemisch 24 Stunden in einem Wasserbad bei 38 °C inkubiert. Zur
Extraktion wurde der Urin auf pH 8-9 eingestellt. Um die gleichen Bedingungen
wie nach salzsaurer Hydrolyse (Routine-Methode) zu schaffen, wurden dafir
1,5 ml konzentrierte Salzsaure, 2,5 ml 2,3 mol/L Ammoniumsulfat sowie 2 ml
10 mol/L Natronlauge zur Alkalisierung hinzugegeben. Die Probe wurde
anschlieBend auf Eis gekunhlt.

Nach Zugabe von 5 ml eines Gemisches aus 3 Teilen Ethylacetat, 1 Teil
Isopropanol und 1 Teil Dichlormethan wurde die Probe von Hand Uber eine
Dauer von 40 Sekunden geschdttelt und zur Phasentrennung tber 4 Minuten
bei 3.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
obere, organische Phase mit der Uberfiihrungsvorrichtung in ein Spitzkélbchen
transferiert und mit der Abdampfvorrichtung bei 60 °C und ca. 2,0x104 bis
2,5x104 Pa vorsichtig eingedampft. Dieser Rilckstand wurde mit 0,1 ml
Acetylierungsgemisch, bestehend aus 3 Teilen Acetanhydrid und 2 Teilen
Pyridin, aufgenommen. Die Probe wurde verschlossen und 5 Minuten im
Mikrowellenherd bei 440 Watt Leistung acetyliert (Kraemer et al., 1997a).
Danach wurde das Acetylierungsgemisch abgedampft und das Kdélbchen auf
Eis gekuhlt. Nach Kihlung wurde der Ruickstand mit 0,1 ml Methanol
aufgenommen und ein Mikroliter davon in die GC-MS eingespritzt.

3.2.5 GC-MS Methode fiir die Urinproben

Apparatus: Die Proben wurden mittels eines Agilent Technologies (AT,
Waldbronn, Germany) 6890 series GC System mit einem AT 5973 network
Massenselektiven Detektor, einem AT 7683 Injektor und einer AT Chem Station
G1701CA Version C.00.00 21-Dec-1999. GC Bedingungen: Splitless
Injektionsmodus; Saule, 5% Phenyl Methyl Siloxane (HP-5MS, 30m X
0.25 mm 1.D., 250 nm Filmdicke); Einspritzblocktemperatur, 280°C; Tragergas,
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Helium; Flussrate, 1 mL/min; S&ulentemperatur, von 100°C nach 310°C mit
30°C/min. MS Bedingungen. Transfer line Heizer, 280°C; Electron lonization,
Quellentemperatur, 150°C; Solvent delay, 3 min; Full Scan (FS) Modus.

3.2.6 Berechnungen und Statistik

Alle kinetischen und statistischen Berechnungen wurden unter Verwendung der
GraphPad Prism 3.02 Software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA)
durchgefuhrt. Die Michaelis-Menten-Parameter Ky, und Vmax Wurden uber das
ein- oder zweiphasische Enzymmodell mit nichtlinearer Regressionsanalyse
ermittelt. Die Ki-Werte wurden entsprechend der Methode von Cheng und
Prusoff (Cheng, 1973) bestimmt. Die statistische Signifikanz der Unterschiede
zwischen den Gruppen wurde mittels eines einseitigen t-Tests Uberpraft.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 GC-MS Methode

Zur enantioselektiven Bestimmung von Amphetamin wurde ein validiertes GC-
MS Verfahren mit leichten Modifikationen eingesetzt. Die Verwendung eines
deuterierten internen Standards (AM-dy4) erlaubt dabei eine sichere
Quantifizierung. Die Derivatisierung mit HFBP hat einerseits den Vorteil, dass
die Amphetamin-Enantiomere in die entsprechenden Diastereomere Uberfihrt
werden und andererseits eignen sich die Derivate wegen der hohen
Elektronegativitdt  fir die sehr  empfindliche negativ.  chemische
lonisationstechnik der Massenspektrometrie.

In Abbildung 6 sind die Massenspekiren und die Strukturformeln der HFBP-
Derivate der S(+)-Enantiomere von Amphetamin und des Internen Standards
Amphetamin-d11 abgebildet. Die zur Selected lon Monitoring (SIM)-
Bestimmung gewéhlten lonen sind markiert.
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Abb. 6: Massenspekiren und Strukturformeln der HFBP-Derivate der S(+)-Enantiomere von
Amphetamin und Amphetamin-d11
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In Abbildung 7 sind typische Massenfragmentogramme eines mit razemischen
Amphetamin gespikten Rattenblutes nach Extraktion und Derivatisierung zu
sehen. Die Diasteromere sind basisliniengetrennt. Die Analyse dauert lediglich
etwas Uber elf Minuten.

8 R(-)-AM m/z
= S(+)-AM 388
3 / 368
c 428
=2

o R(-)-AM-d11

S(+)-AM-d11

m/z
399
379
439

10.40 10.60 10.80 11.00 11.20 Time [min]

Abb. 7: Typische Massenfragmentogramme fiir ein Rattenblut nach Extraktion und
Derivatisierung.

4.2 Ergebnisse der Rattenversuche

In den folgenden Abbildungen und Tabellen werden die Ergebnisse der
Rattenversuche dargestellt. Es werden jeweils die Konzentrationen der
entsprechenden Amphetamin-Enantiomeren in den verschiedenen
Rattengruppen angegeben. In der Tabelle rechts wird gezeigt, ob die
Unterschiede zwischen den Gruppen tatséchlich auch signifikant sind.
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Abb. 8. R(-)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 3
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 2 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den
Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert < 0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).
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Abb. 9 R(-)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, Wl und WIQ
Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 6 Stunden
nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken reprasentiert den
Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler des
Mittelwerts. Die Tabelle 3 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den Gruppen.
(* =P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert < 0.001; ns = nicht signifikant,
P Wert > 0.05).
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Abb. 10. R(-)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 9
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 4 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den
Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert <0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).

75 1 R(-)JAM 12h
L
<Et45 . fDA
S0 A mDA | * | mDA
—— WI Hkke Hok WI
15 S
wIQ * Hk *okk
0
fDA mDA Wi wiQ

Abb. 11. R(-)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 12
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken représentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 5 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den
Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert <0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).
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Abb. 12 S(+)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 3
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 6 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den
Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert < 0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).
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Abb. 13 S(+)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 6
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 7 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den

Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert < 0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).
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Abb. 14 S(+)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 9
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken représentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 8 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den
Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert <0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).
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Abb. 15 S(+)-AM Konzentrationen bestimmt in Rattenblutplasma (Cp) von fDA, mDA, WI und
WIQ Ratten nach Festphasenextraktion und HFBP-Derivatisierung. Die Proben wurden 12
Stunden nach Verabreichung von Fenproporex entnommen worden. Jeder Balken reprasentiert
den Mittelwert von mindestens vier Bestimmungen. Der Streubalken zeigt den Standardfehler
des Mittelwerts. Die Tabelle 9 zeigt das Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den

Gruppen. (* = P Wert 0.01 bis 0.05; ** = P Wert 0.001 bis 0.01; *** = P Wert <0.001; ns = nicht
signifikant, P Wert > 0.05).
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Wie den vorangegangenen Abbildungen zu entnehmen ist, waren die
Amphetamin-Konzentrationen beider Enantiomere im Poor Metabolizer Modell
(weibliche Dark Agouti-Ratte) zu allen gemessenen Zeitpunkten signifikant
héher als diejenigen im Extensive Metabolizer Modell (Wistar-Ratte). Die
Blutplasma-Konzentrationen in ménnlichen Dark Agouti-Ratten lagen dabei
zwischen diesen beiden Gruppen. Die Anwesenheit von CYP2D Isoenzymen
fihrte also nicht zu héheren, sondern zu niedrigeren Amphetamin-
Konzentrationen in den entsprechenden Rattenstdmmen.

Zur weiteren Bestatigung dieser Befunde waren Wistar-Ratten vor der Gabe
von Fenproporex mit dem starken CYP2D Hemmer Chinin vorbehandelt worden
(s. Abschnitt 3.2.1 (Kobayashi, 1989; Moody, 1990)). Tatsachlich fuhrte diese
Vorbehandlung zu signifikant héheren Amphetamin-Konzentrationen beider
Enantiomere zu allen gemessenen Zeitpunkten. Auch diese Ergebnisse sind in
den obigen Abbildungen 8 bis 15 zu sehen.

Die Konzentrationen der Hydroxy-Metaboliten in den Blutproben konnten
aufgrund der niedrigen Konzentrationen nicht bestimmt werden. Wie in
Abbildung 16 zu sehen ist, konnte in Urinproben tatséchlich gezeigt werden,
dass Hydroxy-Metaboliten in den entsprechenden Proben der weiblichen Dark
Agouti Ratten und der Chinin vorbehandelten Wistar Ratten fast véllig fehlten,
wahrend sie in den Urinproben der Wistar Ratten die Hauptmetaboliten
darstellen.
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Abb. 16. Massenfragmentogramme (m/z 86, 118, 134, 176, 97) aus acetylierten
Urinextrakten, die die Anwesenheit von Fenproporex (FP), seinen Hydroxy-Metaboliten,
Amphetamin (AM) und Hydroxy-AM (HO-AM) anzeigen. Oben: weibliche Dark Agouti-Ratte;
Mitte: Wistar-Ratte; Unten: Wistar-Ratte nach Chinin Vorbehandlung. (HO-FP: Hydroxy-
Fenproporex;  Di-HO-FP:  Dihydroxy-Fenproporex; HO-MO-FP:  Hydroxy-Methoxy-
Fenproporex)
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Da in der vorliegenden Arbeit fur die quantitative Bestimmung von Amphetamin
chirale Analytik zum Einsatz kam, konnten auch Anderungen in den
Enantiomeren-Verhéltnissen (R/S) bestimmt werden. In Abbildung 17 sind die
entsprechenden Anderungen (ber die Zeit der R- zu S-Verhéltnisse der
Konzentrationen der  Amphetamin-Enantiomeren aufgetragen. Die
entsprechenden Werte wurden in den Blutplasma Proben der unbehandelten
Wistar-Ratten, der weiblichen Dark Agouti-Ratten und der mit Chinin
vorbehandelten Ratten bestimmt. Die entsprechenden R/S-Verhéltnisse flr die
weiblichen Dark Agouti-Ratten (fDA) und die Wistar-Ratten (WI), die mit Chinin
vorbehandelt waren (WIQ), sind signifikant hoéher als jene der nicht
vorbehandelten Wistar-Ratten. Die R/S-Verhaltnisse fur die weiblichen Dark
Agouti- und der Chinin vorbehandelten Wistar-Ratten sind nicht signifikant
unterschiedlich (mit Ausnahme der 9 Stunden Werte).

1.1
RAC
s 097 —=— DA
/| 0.8 E?{z:; —WIQ
R 0.7
0.5-
0 3 6 9 12 15

time [h]

Abb. 17. Anderung der R/S Verhiltnisse der Konzentrationen der AM Enantiomere iber die
Zeit, bestimmt in Blutproben der verschiedenen Rattenmodelle (WIQ, fDA und WI). Jeder
Punkt reprasentiert den Mittelwert aus mindestens vier Proben plus/minus dem
Standardfehler des Mittelwerts. (RAC = R/S Verhéltnis fir das Razemat, 1,0)
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5. DISKUSSION

Im Rahmen einer im Arbeitskreis vorangegangenen Studie waren die humanen,
hepatischen CYP Isoenzyme, die an der N-Desalkylierung von Fenproporex
beteiligt sind, mittels rekombinanter CYPs und mittels humaner
Lebermikrosomen (HLM) identifiziert worden. Es konnte gezeigt werden, dass
nicht nur CYP2D6, sondern auch CYP1A2, CYP2B6 und CYP3A4 an dieser
metabolischen Reaktion beteiligt sind. Die Bildung von Amphetamin aus der
Muttersubstanz Fenproporex konnte dabei vom CYP2D6-Hemmstoff Chinidin
nicht signifikant verandert werden. Es konnten auch keine Unterschiede in der
Amphetamin-Bildungsrate zwischen Poor-Metabolizer HLM und gepoolten HLM
(Extensive Metabolizer) festgestellt werden. Diese Studien legten nahe, dass
CYP2D6 nicht fur die N-Desalkylierung von Fenproporex zu Amphetamin
entscheidend ist. Mdglicherweise spielt dieses polymorphe Isoenzym jedoch fir
einen anderen Metabolismus-Schritt, ndmlich fir die Ring-Hydroxylierung, eine
entscheidende Rolle.

Allerdings spiegeln solche in vitro-Experimente nicht immer die tatsachlichen in
vivo-Verhéltnisse wider. In vivo-Experimente am Menschen konnten aus
ethischen Grinden nicht durchgefihrt werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden deshalb in vivo-Experimente an speziellen Rattenstdmmen
durchgefiihrt, die als Modell fir den humanen Extensive bzw. Poor Metabolizer
dienen (Kraemer, 2004). Dort zeigten sich dann tatsachlich auch signifikante
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Metabolisierern. Zu allen
Uberpriften Zeitpunkten waren die Amphetamin-Konzentrationen im Blut der
Dark Agouti-Ratten (PM-Modell) signifikant héher als im EM-Modell (Wistar-
Ratten). Offensichtlich war CYP2D6 sogar fur niedrigere Amphetamin-
Konzentrationen im Blut verantwortlich. Dies wurde dann noch dadurch
bestatigt, dass Wistar-Ratten (EM) nach Gabe von Chinin (CYP2D1-Hemmstoff)
ahnlich hohe Amphetamin-Konzentrationen erreichten wie die Dark Agouti-
Ratten. Wie in Abbildung 1 beschrieben, gibt es als zweiten
Metabolisierungsweg neben der N-Desalkylierung von Fenproporex auch noch
die Hydroxylierung am Ring. Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studien
kénnte man nun annehmen, dass diese Ringhydroxylierung uber CYP2D6
katalysiert wird. Das wirde bei den PM zu einer geringeren Hydroxylierungsrate
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von Muttersubstanz und Amphetamin fihren. Das wirde einerseits die Menge
an Muttersubstanz erhdéhen, die zur N-Desalkylierung zur Verfliigung steht, und
andererseits mehr unverandertes Amphetamin zuricklassen. Zumindest fir die
Hydroxylierung von Amphetamin und Methamphetamin ist die Beteiligung von
CYP2D6 an der Ringhydroxylierung schon gezeigt worden (Bach, 1999;
Kraemer, 2002; Law, 2000; Lin, 1995; Lin, 1997; Moody, 1990). Fir Selegilin
(R-(-)-N-methyl-(1-phenyl-2-propyl)-2-propinylamin), ebenfalls ein Amphetamin-
Precursor, der zu Amphetamin und Methamphetamin N-desalkyliert wird, wird
eine CYP2D-Beteiligung an der Ringhydroxylierung zumindest diskutiert
(Scheinin, 1998). Offensichtlich spiegeln die in vitro-Ergebnisse bezuglich der
Amphetamin-Bildung in pHLM, PM HLM und Chinidin-behandelten pHLM nicht
die in vivo-Ergebnisse aus den verschiedenen Rattenmodellen wider. Das mag
durch die deutlich geringere Hydroxylierungsrate unter in vitro-Bedingungen
erklarbar sein. Hier sollte man bedenken, dass die entstandenen Hydroxy-
Metaboliten unter in vivo-Bedingungen sofort nach ihrer Funktionalisierung
konjugiert werden und so aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt werden.
Unter in vitro-Bedingungen findet eine solche Konjugation nicht statt.
Tatsachlich zeigte sich, dass die gemessene Konzentration an Hydroxy-
Fenproporex in den getesteten in vitro-Systemen, im Vergleich zu der von
Amphetamin, extrem gering war.

Auch die Unterschiede in den R/S-Verhaltnissen zwischen den Wistar-Ratten
auf der einen Seite und den weiblichen Dark Agouti-Ratten bzw. Chinin-
vorbehandelten Wistar-Ratten auf der anderen Seite kdnnte mit der
Hydroxylierungsreaktion erklart werden. Wie bereits bei einer friheren
Doktorarbeit gezeigt (Kneller, 2009), sollten die Unterschiede in der
enantiomeren Zusammensetzung von Amphetamin gering sein. Die Tatsache,
dass das Verhaltnis bei fehlender Hydroxylierung hier nicht genau 1,0 war, kann
mit den leicht héheren Affinitdten der Isoenzyme erklart werden, die an der N-
Desalkylierung von Fenproporex beteiligt sind (oder natirlich durch weitere
konkurrierende Phase | Reaktionen oder andere enantioselektive Prozesse
(Konjugation, Verteilung)).

Die signifikant niedrigeren R/S-Verhéltnisse in der Wistar-Gruppe (Mittelwert
0.53 vs. 0.83 bei den weiblichen Dark Agouti-Ratten) kénnen jedoch nicht mit
der Tatsache erklart werden, dass die Unterschiede in den Km Werten fiir die
R- oder S-Enantiomere beziglich CYP2D6 héher (3,5 fach) sind als fur die
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anderen Isoenzyme (nur 1 bis 2,2 fach). Wére das richtig, musste CYP2D6
einen deutlichen Anteil an der Amphetaminbildung aus Fenproporex haben. Wie
bereits gezeigt hat es aber keinen entscheidenden Einfluss darauf. Folglich
mussen die niedrigeren R/S-Verhdltnisse in der Wistar-Gruppe durch eine
andere CYP2D6 katalysierte und gleichzeitig enantioselektive Reaktion erklart
werden. Diese Reaktion kénnte die Ring-Hydroxylierung, also der zweite
wichtige Metabolisierungsweg von Fenproporex, sein. Allerdings wéren hier
noch weitere Untersuchungen notwendig, um diese Hypothese vollstandig zu
beweisen.

Insgesamt kann nach Auswertung der vorliegenden Doktorarbeit und der
vorangegangenen Studien festgestellt werden, dass die Fenproporex N-
Desalkylierung zu Amphetamin durch vier verschiedene CYP Isoenzyme
katalysiert wird: CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6 und CYP3A4.

Unabhéngig davon, welches dieser 4 Isoenzyme nun die Hauptrolle bei dieser
Reaktion spielt, kann jedes einzelne davon fur interindividuelle Schwankungen
verantwortlich sein. CYP1A2 ist induzierbar (z.B. durch Zigarettenrauch)
(Sesardic, 1990), CYP2D6 wird polymorph exprimiert (Ingelman-Sundberg,
2002), die CYP3A4-Expression in der Leber schwankt interindividuell um das
40-fache (Wojnowski, 2004) und auch CYP2B6 wurde in neuerer Zeit als
polymorph beschrieben (Eichelbaum, 2006; Klein, 2005).

Wie die in vivo-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zumindest an
Rattenmodellen gezeigt haben, kénnten bei PM-Individuen (immerhin 7% der
Kaukasier(Bertilsson, 1995; Smith, 1998)) nach Einnahme von Fenproporex
héhere Amphetamin-Konzentrationen im Blut auftreten als bei Extensive-
Metabolizern. Dies kdnnte in der Forensischen Toxikologie oder bei der Doping-
Kontrolle eine Rolle spielen. AuBerdem kdnnte die Einnahme von
Medikamenten, die CYP2D6 Hemmstoffe sind (z.B. Paroxetin und Fluoxetin
(Crewe, 1992)), ebenfalls zu erhéhten Amphetamin-Konzentrationen im Blut
fihren. Gewissheit dartber kbnnen allerdings nur in vivo-Studien am Menschen
bringen, die im Rahmen dieser Arbeit allerdings aus ethischen Grinden nicht
durchgefiihrt werden konnten.
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