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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Die Entwicklung neuer Medikamente erschliel3t der Arzneimitteltherapie neue
Mdoglichkeiten, Krankheitsbilder zu beeinflussen. Diesem Fortschritt in der
medikamentdsen Therapie stehen aber auch Schwierigkeiten, wie unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen oder mangelnde Wirksamkeit bis hin zum Therapieversagen,
gegenuber. Mogliche Grunde sind vielfaltig, neben Faktoren wie dem Alter, dem
Korpergewicht, der Nieren- und Leberfunktion, der Komedikation sowie krankheits-
spezifischen Besonderheiten beruhen die interindividuellen Unterschiede auch auf der
genetischen Variabilitat der einzelnen Patienten. Diese kann die Wirkung von
Arzneimitteln von der Absorption bis hin zur vollstandigen Elimination beeinflussen [1].
Durch eine genetisch bedingte Allelvariation, einem so genannten Genpoly-
morphismus, kann es zum Beispiel zu einer Anderung der Kkatalytischen
Enzymaktivitat kommen. Eine Vielzahl dieser Polymorphismen entstehen durch
molekulare Mutationen verschiedener Allele. Sie kénnen eine starke, schwache oder
unter Umstanden auch fehlende Metabolisierung bestimmter Arzneistoffe bedingen
[2]. Die Bedeutung der Genpolymorphismen ist schon seit lAngerer Zeit bekannt.

So stellten zum Beispiel in den 50er Jahren Wissenschaftler zum ersten Mal
interindividuelle Unterschiede in Enzymmustern als Ursache unerwinschter
Wirkungen bei bestimmten Arzneimitteln fest. Sie beobachteten, dass das
Antimalariamittel Primaquin bei manchen Afroamerikanern zu schweren Anamien
durch Hamolyse fihrte. Als Ursache dieser Arzneimittelnebenwirkung wurde die
Defizienz des Enzyms Glukose-6-Phosphatdehydrogenase gefunden [3].

Die Aufklarung der molekulargenetischen Basis der individuellen, angeborenen
Merkmale begann Ende der 1980iger Jahre. Als erstes gelang die Klonierung und
Charakterisierung des polymorphen Gens, welches das arzneistoffmetabolisierende
Enzym Debrisoquin-Hydroxylase (CYP2D6) codiert [4]. Ein weiteres bedeutendes
Enzym fur die Pharmakokinetik vieler Arzneimittel ist das polymorphe Enzym
CYP2C19 (S-Mephenytoin-Hydroxylase), welches unter anderem am Stoffwechsel
von Protonenpumpenhemmern wie Omeprazol, aber auch an dem von

Antidepressiva, Benzodiazepinen und Phenytoin beteiligt ist [5].
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Demzufolge sind die Identifikation solcher Polymorphismen und die Kenntnisse
anderer einflussnehmender Faktoren auf die Enzymaktivitdt, wie z. B. die
Enzymhemmung oder die Enzyminduktion, ein zentrales Anliegen der modernen
Arzneimitteltherapie. Phé&no- und Genotypisierungen koénnten hier eine wichtige
Aufgabe Ubernehmen, um  zukdnftig eine sicherere und individuelle

Arzneimitteltherapie zu ermdglichen.

Selbst bei bester konventioneller Diagnostik kann nicht immer sicher vorhergesagt
werden, ob ein Patient adaquat auf die Standarddosis eines Medikaments reagiert.
Zum Beispiel sprechen etwa 30 % aller Patienten mit einer gastroésophagealen
Refluxkrankheit (GERD) nicht auf die Therapie mit Protonenpumpenhemmern unter
Verwendung der Standarddosierung an. Die mdglichen Ursachen hierfur sind vielfaltig
und neben einer mangelnden Compliance wird vor allem ein zu schneller

Metabolismus vermutet. [6]

Die gastroosophageale Refluxkrankheit ist eine durch pathologischen Reflux von
Mageninhalt ausgeltste entziindliche Erkrankung der Speiseréhre (Osophagus) und
in den westlichen Industrienationen weit verbreitet. Das Prinzip der medikamentdsen
Therapie besteht in einer dauerhaften Reduktion der Magensaureproduktion. Dabei
wird eine pH-Wert Anhebung des Magens auf Werte von Uber vier angestrebt. Als
Arzneimittel der Wahl haben sich seit Jahren Protonenpumpenhemmer wie
Omeprazol bewahrt. Omeprazol liegt als racemisches Gemisch aus R(+)-Omeprazol
und S(-)-Omeprazol vor und wird enantioselektiv durch die Leberenzyme CYP3A4 und
CYP2C19 des Cytochrom P450-Systems metabolisiert. Als Hauptmetabolite
entstehen aus S-Omeprazol Uber CYP3A4 vorrangig Omeprazol-Sulfon und aus
R-Omeprazol Uber CYP2C19 hauptsachlich 5-Hydroxyomeprazol [7]. Das Enzym
CYP2C19 unterliegt dabei einem genetischen Polymorphismus. Dieser ist
verantwortlich fur die Ausprdgung von langsamen (PM), intermediaren (IM) und
extensiven Metabolisierern (EM). Ferner ist bekannt, dass der Therapieerfolg von
Protonenpumpenhemmern unter anderem von diesem CYP2C19-Phanotyp des
Patienten abhangig ist. So haben schnelle Metabolisierer niedrigere Serumspiegel
und somit zum Beispiel geringere Helicobacter-pylori-Eradikationsraten als langsame
Metabolisierer [8].
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Untersuchungen zum Metabolitenmuster von Omeprazol und seiner Stereoisomere
wurden bisher nur fur eine Gruppe von gesunden extensiven Metabolisierern
publiziert [9]. FUr kaukasische GERD-Patienten unter Omeprazol liegen bislang
dagegen weder Daten hinsichtlich des Einflusses des Genotyps auf die
Pharmakokinetik noch auf pharmakodynamische Parameter vor. Des Weiteren wurde
bislang noch keine Methode veroffentlicht, welche es ermdglicht, enantioselektiv

neben Omeprazol auch seine beiden Hauptmetabolite in Humanserum zu bestimmen.

1.2 Chiralitat — Enantiomere — Racemat

Chiralitat (Handigkeit, griech. von xeip, ch[e]ir = Hand) nennt man die Eigenschaft
bestimmter Systeme, sich wie Bild und Spiegelbild zu verhalten. Ein Molekul wird
dann als chiral bezeichnet, wenn zwei Auspragungen des Molekils vorhanden sind
und sich diese durch Drehungen nicht zur Deckung bringen lassen. Beide Formen
(Bild und Spiegelbild) werden als Enantiomere (giech. evavTtio{, enantios = entgegen-
gesetzt) bezeichnet und besitzen ein Stereozentrum (asymmetrisches Zentrum). Zur
Unterscheidung beider Enantiomere bedient man sich der R-S-Nomenklatur, mit
welcher die raumliche Anordnung der Substituenten beschrieben wird. Enantiomere
besitzen in achiraler Umgebung identische physikochemische Eigenschaften mit
Ausnahme ihrer optischen Aktivitat. Chemisch reine Enantiomere sind optisch aktiv,
drehen demnach die Schwingungsebene des linear polarisierten Lichts nach links
bzw. rechts. Im Namen einer Verbindung wird dies durch das Voransetzen eines (-)
bzw. eines (+) deutlich, z. B. S(-)-Omeprazol und R(+)-Omeprazol. Zudem kdnnen
sich optische Isomere pharmakologisch aktiver Verbindungen im Bezug auf ihre
physiologische Aktivitat, ihren Wirkmechanismus, ihre Toxizitat und Nebenwirkungen
deutlich unterscheiden. Dies zeigt sich zum Beispiel bei dem nichtsteroidalen
Antiphlogistikum Ibuprofen, bei welchem nur das S-Enantiomer analgetisch wirksam
ist. Allerdings wird das R-lsomer in vivo nur in die Richtung des S-Isomers
umgewandelt. [10]

Ein 1:1 Gemisch der Enantiomere wird als Racemat bezeichnet. Dieses ist optisch
inaktiv und besitzt einen Drehwinkel von 0°, da sich die Auswirkungen der
rechtsdrehenden und linksdrehenden Form aufheben.

Die meisten chiralen, pharmakologisch aktiven Substanzen sind als Racemate auf
dem Markt [11]. Aufgrund der beschriebenen Mdoglichkeit, dass Enantiomere in
Organismen unterschiedliche physiologische Effekte zeigen konnen, ist eine

9
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Bestimmung beider Enantiomere bedeutsam. Eine fur diesen Zweck geeignete und
zudem hochselektive Methode stellt die Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie

gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) dar [12].
1.3 Protonenpumpenhemmer

Die Gruppe der Protonenpumpenhemmer zahlt zu den weltweit am haufigsten
verordneten Medikamenten [13]. Sie spielen eine bedeutende Rolle sowohl in der
akuten als auch in der Langzeit-Therapie von saurebedingten Magen-Darm-
Erkrankungen. Dabei reprasentieren Protonenpumpenhemmer die Arzneimittel der
ersten Wahl fir die Behandlung von Magen- und Zwdlffingerdarmgeschwitren, der
gastroosophagealen Refluxkrankheit (GERD), Helicobacter pylori Infektionen, gastro-
duodenalen Ulzerationen bedingt durch die Einnahme von nichtsteroidalen
Antiphlogistika und dem Zollinger-Ellison-Syndrom. In Deutschland sind bisher die
Protonenpumpenhemmer Omeprazol, Esomeprazol, Pantoprazol, Lansoprazol und
Rabeprazol auf dem Markt. Vor der Einfihrung des ersten Protonenpumpenhemmers
Omeprazol im Jahre 1988 wurden vor allem H,-Rezeptorantagonisten zur Behandlung
saurebedingter intestinaler Beschwerden eingesetzt. Diese erreichen allerdings weder
die Wirkstarke noch die Wirkdauer von Protonenpumpenhemmern [14].

Alle Protonenpumpenhemmer sind substituierte Benzimidazolderivate, welche als
inaktive Prodrugs aus dem Diinndarm resorbiert werden und tber den Blutkreislauf in
die gastrischen Parietalzellen gelangen. Als schwache Basen reichern sich die
Protonenpumpenhemmer im sauren Milieu der intrazellularen Canaliculi der
Parietalzelle an. Hier werden sie saurekatalysiert (nichtenzymatisch) zum aktiven
Sulfenamidderivat umgewandelt, welches kovalent tber eine Disulfidbriicke an der
Sulfhydrylgruppe der H'/K*-ATPase (Protonenpumpe) bindet und deren Aktivitat
hemmt. Somit wird der letzte Schritt der Magensauresekretion irreversibel blockiert.
Die Wirkung halt tber mehrere Tage an und wird erst durch die Neusynthese des

Enzyms aufgehoben. [13]

1.3.1 Omeprazol
Omeprazol (5-Methoxy-2-[(4-methoxy-3,5-dimethyl-pyridin-2-yl)methylsulfinyl]-1H-

benzimidazol) gilt als Leitsubstanz fur die Gruppe der Protonenpumpenhemmer und
wurde 1988 als erster Vertreter dieser Gruppe auf dem europaischen

Arzneimittelmarkt zugelassen. Es ist, wie alle anderen Protonenpumpenhemmer,

10
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saurelabil und wird daher in magensaftresistenten Darreichungsformen verabreicht.
Oral aufgenommen, findet die Resorption im Dunndarm statt, wobei maximale
Plasmakonzentrationen ein bis drei Stunden nach der Applikation erreicht werden und
die Plasmahalbwertszeit ca. 40 Minuten betrdgt. Omeprazol besitzt ein chirales
Zentrum am Schwefelatom (Abbildung 1-1) und liegt als Racemat aus dem S- und R-
Enantiomer vor. Die Metabolisierung erfolgt extensiv hepatisch tber die Enzyme
CYP2C19 und CYP3A4 des Cytochrom P450-Systems. Die Bioverfluigbarkeit einer
oralen Einzeldosis von 20 mg Omeprazol betragt ca. 35 % und steigt bei wiederholter
Gabe auf rund 60 % an. Bei Patienten mit einer eingeschrankten Leberfunktion kann
die Bioverfiuigbarkeit aufgrund des verringerten first-pass-Effekts auf tUber 90 %

ansteigen. [15]

Omeprazol ist eine schwache Base mit einem Molekulargewicht von 345,42 g/mol und
einem pKy-Wert von 4 [16]. Es ist leicht 16slich in Ethanol und Methanol und sehr
schwer l6slich in Wasser.

N Sf N \
* / CH,
H,C OCH,
Abbildung 1-1: Strukturformel von Omeprazol

Omeprazol wird stereoselektiv hauptséchlich dber die Enzyme CYP2C19 und
CYP3A4 metabolisiert. Dabei wird S-Omeprazol vorrangig dber CYP3A4 zu dem
achiralen Omeprazol-Sulfon (M = 362 g/mol) abgebaut, wahrend aus R-Omeprazol
Uber CYP2C19 bevorzugt R-5-Hydroxyomeprazol (M = 362 g/mol) neben einem
niedrigeren Anteil von S-5-Hydroxyomeprazol entsteht (Abbildung 1-2). In weitaus
geringerem Mal3e werden ferner die Metabolite 5-O-Desmethylomeprazol (CYP2C19)
und 3-Hydroxyomeprazol (CYP3A4) gebildet. Alle Metabolite sind
pharmakodynamisch inaktiv. [7, 17]

Die stereoselektive Bestimmung von Omeprazol und seiner Metabolite und die
anschlieBende Berechnung der pharmakokinetischen Parameter stellt eine geeignete
Methode sowohl zur Beurteilung der CYP3A4- als auch der CYP2C19-Aktivitat dar

[17-19].
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Untersuchungen an humanen Lebermikrosomen haben ferner gezeigt, dass die
Metabolisierung von S-Omeprazol in betrachtlich geringerem Umfang und langsamer
erfolgt als die von R-Omeprazol oder des Racemats [7]. Somit scheint CYP2C19 das

entscheidende Enzym fur den Abbau von Omeprazol zu sein.
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Abbildung 1-2: Metabolisierungswege von Omeprazol (aus Kanazawa et al. [17])

1.3.2 Esomeprazol

Esomeprazol ist das linksdrehende S-Enantiomer von Omeprazol und seit 2002 als
erster enantiomerenreiner Protonenpumpenhemmer auf dem Markt.

Die Plasmaeliminationshalbwertszeit betragt nach wiederholter taglicher Gabe 1,3
Stunden, wobei maximale Plasmaspiegel nach ungefahr 1-2 Stunden erreicht werden.
Die absolute Bioverflgbarkeit betragt nach einer Einzeldosis von 40 mg Esomeprazol
64 % und erhoht sich nach wiederholter taglicher Einmalgabe auf 89 %. Fir 20 mg
Esomeprazol wurden entsprechende Werte von 50 % bzw. 68 % ermittelt. Des
Weiteren erreichen Patienten mit einer eingeschréankten Leberfunktion niedrigere
Metabolisierungsraten und somit héhere Plasmakonzentrationen als Gesunde. [20]
Die Metabolisierung erfolgt auch bei Esomeprazol tUber die Leberenzyme CYP2C19
und CYP3A4. Klinisch-pharmakokinetische Untersuchungen konnten zeigen, dass
CYP2C19 insbesondere unter steady-state-Bedingungen nur eine untergeordnete

Rolle bei der Biotransformation und Elimination von Esomeprazol spielt [21].
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Auch der Metabolismus von Esomeprazol erfolgt stereoselektiv, wobei vor allem
Omeprazol-Sulfon (CYP3A4) und weniger Hydroxyomeprazol (CYP2C19) gebildet
wird. Ferner konnte die chirale Stabilitdtt von Esomeprazol in vivo demonstriert
werden. Schnelle Metabolisierer von CYP2C19 (EM) verstoffwechselten Esomeprazol

zudem langsamer als Omeprazol und erreichten somit hohere Bioverfligbarkeiten. [22]

1.3.3 Risiken und unerwinschte Ereignisse unter ein  er Protonenpumpen-
hemmer-Therapie
Obwohl Protonenpumpenhemmer allgemein als gut vertraglich und sicher angesehen
werden, gibt es doch einige Risiken, gerade bei einer Langzeittherapie, zu beachten.
Die haufigsten Nebenwirkungen unter einer Protonenpumpenhemmer-Therapie sind
Kopfschmerzen, Unterbauchbeschwerden, Ubelkeit, Obstipation, Blahungen und
Diarrh6. Diese unerwinschten Effekte verlaufen gewohnlich  mild, sind
selbstlimitierend und unabh&ngingig vom Alter oder der Dosis. Allerdings besteht, vor
allem in der Langzeittherapie, auch das Risiko andere u. a. auch schwerwiegende
Nebenwirkungen zu erleiden. Zum Beispiel kdnnen, bedingt durch die verminderte
Magenséure, Vitamin B12-Mangel sowie Kalziummangel, verbunden mit Osteoporose,
auftreten oder die Absorption bestimmter Arzneimittel beeinflusst werden. [13]
Die Magensaure dient als Hauptabwehrmechanismus gegeniber aufgenommenen
pathogenen Keimen, so dass der Verlust der normalen Magen-Aziditdt mit einem
erhohten Risiko fir Infektionen, wie zum Beispiel Pneumonien [23], einhergeht. Mit
dem erhOhten Einsatz von Protonenpumpenhemmern kdnnen zudem auch seltenere
Nebenwirkungen auftreten, wie zum Beispiel Sehstérungen [24].
Ferner bestehen Interaktionsrisiken mit allen Arzneimitteln, die Uber dieselben
Leberenzyme (CYP3A4, CYP2C19) abgebaut werden, die abermals zu
unerwinschten Arzneimittelereignissen fihren kdnnen [25].
Seit August 2009 bzw. Januar 2010 sind die Protonenpumpenhemmer Omeprazol und
Pantoprazol aus der Verschreibungspflicht in die Apothekenpflicht entlassen worden.
Folglich stehen diese Medikamente fur jeden Patienten frei zur Verfligung, welches
die Interaktionsproblematik weiter verstarkt. Unerwinschte Arzneimittelwirkungen
konnen die Folge sein.
Besorgniserregend ist ferner der potentiell UbermaRige Gebrauch von
Protonpumpeninhibitoren, der in verschiedenen Studien bestatigt werden konnte [26-

27]. So werden Protonenpumpenhemmer unter anderem haufig fur die Behandlung
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von Stressulzera in der Intensivmedizin verordnet, trotz geringer Evidenz fir den

prophylaktischen Einsatz dieser Medikamente in diesem Bereich [28].
1.4 Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (englisch: high performance liquid
chromatography; HPLC) ist ein chromatographisches Verfahren zur Trennung von
chemischen Substanzen, welches sich fur nichtflichtige Substanzen im Bereich der
Arzneimittelanalytik etabliert hat. Sie kann in verschiedene Trennverfahren wie
Normalphasen-, Umkehrphasen-, lonenaustausch- oder GroRRenausschluss-
Chromatographie unterteilt und mit verschiedenen Detektoren (z. B. Massenspektro-
meter, Fluoreszenz- und UV/VIS-Detektoren) ausgestattet werden. Die HPLC liefert
unmittelbar sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen.

Ein modernes HPLC-System besteht aus ein oder zwei Pumpen, einem
Gradientenmischer, einem Autosampler mit Probeninjektionssystem, einer
Trennsaule, einem Detektor und einem Computer mit geeigneter Software zur
Auswertung der Chromatogramme.

Der eigentliche chromatographische Trennprozess findet in der Trennsaule statt.
Eines der wichtigsten Materialien, die sich als stationdre Phase in der Trennsaule
befindet, ist Silicagel. Es kann einerseits als sehr polare Phase direkt zur
Chromatographie verwendet werden (Normalphasen-Chromatographie) oder
andererseits als Tragermaterial fir chemisch gebundene Phasen variierender Polaritat
dienen. Durch die Umsetzung des Silicagels mit langen Alkylketten entstehen
unpolare stationare Phasen, welche in der Reversed-Phase-Chromatographie (RP,
Umkehrphasen-Chromatographie) Verwendung finden.

Aus diesen vielfaltigen Mdglichkeiten in der Wahl der stationdren Phase resultiert ein
weites Anwendungsspektrum der HPLC.

Das Prinzip der HPLC ist aus der klassischen S&ulenchromatographie bzw. der
Dunnschichtchromatographie bekannt. In der Normalphasen-HPLC bildet ein relativ
polares Material mit hoher spezifischer Oberflache die stationdre Phase. Die mobile
Phase ist relativ apolar und wird mit Hilfe einer Pumpe durch die Anlage gepresst. Die
Probeninjektion erfolgt durch den Injektor, wobei die mobile Phase die geléste Probe
in die Trennséaule transportiert. Bei einer Gradiententrennung &ndert sich wahrend der
Analyse die Zusammensetzung des Fliel3mittels und somit dessen Polaritat. Bleibt die

Zusammensetzung der mobilen Phase konstant, spricht man von einer isokratischen
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Elution. Die Trennung erfolgt durch die unterschiedliche Adsorption der verschiedenen
Molekulsorten im Gemisch an der stationaren Phase, wobei polare Stoffe spater
eluiert werden als apolare Stoffe. Das Fullmaterial ist somit fir die Art und Starke der
Wechselwirkungen und somit fir den Trenneffekt verantwortlich. Die mobile Phase
beeinflusst zusatzlich das jeweilige Verteilungs-Gleichgewicht. Die Wahl der mobilen
Phase héangt einerseits von den Eigenschaften (Polaritdt) der zu trennenden
Substanzen und andererseits von der stationaren Phase ab. Uber die
Zusammensetzung der mobilen Phase lassen sich die Elution bzw. die Retentions-
zeiten von Substanzen steuern.

Der Detektor misst stdndig die Zusammensetzung der mobilen Phase hinter der
Saule. Verandert sich diese, wird eine veranderte Signalhéhe an den Schreiber
gegeben und die Substanzpeaks entstehen im Chromatogramm. Die Zeit nach der
das Signal erscheint, die Elutionszeit, ist unter den gewahlten Bedingungen flr jeden
Stoff des Gemisches charakteristisch, wobei die Flache eines jeden Signals
proportional zur Menge des entsprechenden Stoffes ist. [29-30]

Es stehen unterschiedliche Detektoren fir die Substanzanalyse zur Verfigung. Der
UV/VIS-Detektor findet ein sehr breites Anwendungsgebiet und gehort praktisch zu
der Standardausrustung eines HPLC-Systems.

1.4.1 Massenspektrometrie

Wegen ihrer Universalitat nimmt die Massenspektrometrie eine besondere Stellung
unter den verschiedenen Detektionssystemen ein. Sie ist empfindlich, selektiv und
liefert zudem Aussagen zum Molekulargewicht. Die Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) trennt zuséatzlich nach Molekilstruktur und bietet dadurch eine hbéhere
Selektivitat und den Vorteil einer geringen Probenvorbereitung. Sie ist somit
hervorragend fur die simultane quantitative Bestimmung von Arzneistoffen mit ihren
Metaboliten in biologischen Matrices geeignet [31].

Ein Massenspektrometer besteht prinzipiell aus einem Einlasssystem, einer
lonenquelle, einem Massenanalysator und einem Detektor. Die zu analysierende
Probe wird in das Massenspektrometer eingebracht, verdampft und ionisiert. Dabei ist
die lonisation der neutralen Probenmolekiile die Voraussetzung fur die Aufnahme
eines Massenspektrums. Nachfolgend lassen sich die lonen als bewegte geladene
Teilchen in einem Analysator nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z)

auftrennen und anschlieend detektieren.
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Fur die Spezifitat und Sensitivitdt einer HPLC gekoppelten Massenspektrometrie ist
die Auswahl der Geréateparameter, wie die lonisierungsart, die Massenubergange, die
Temperatur und die Spannung entscheidend.

In Abhangigkeit von der Polaritat der Substanz werden zum Beispiel unterschiedliche
lonisierungsmethoden eingesetzt. Im Wesentlichen wird die HPLC heute mit der
Elektrospray-lonisation (ESI), der chemischen lonisation unter Atmospharendruck
(APCI) oder der Photonenionisation unter Atmospharendruck (APPI) gekoppelt. ESI
ist eine sehr sanfte lonisierungsmethode und eignet sich fur vorionisierte oder leicht
ionisierbare, polare sowie thermolabile Substanzen. Dabei wird die Analytlésung aus
einer feinen Kapillare unter Atmospharendruck in ein starkes elektronisches Feld
verspruht, ionisiert und desolvatisiert. APCI- und APPI-lonenquellen sind in der Lage
auch nicht vorionisierte und weniger polare Substanzen zu ionisieren und in die
Gasphase zu Uberfuhren. Sie liefern stabilere lonisationen und damit weniger
ausgepragte Matrixeffekte als ESI. [32] In einer APCI-lonenquelle wird der aus dem
chromatographischen Trennsystem ankommende Eluentenstrom durch ein
Zerstaubungsgas (z. B. Stickstoff) fein zerstaubt und durch Heizelemente stark erhitzt.
Hierbei verdampft der HPLC-Eluentenstrom schlagartig. Die weitgehend noch
unzersetzten Analytmolekile werden mit dem Tragergas in den Hochvakuumbereich
des Gerates transportiert. Auf dem Weg dorthin werden sie durch eine Metallnadel, an
die wahlweise eine negative oder positive Spannung angelegt werden kann, ionisiert.
Hierbei werden aufgrund der Koronaentladungen an der Metallnadel ionisierte
Tragergasmolekuile generiert. Durch Zusammenstol3e dieser ionisierten Gasmolekile
mit den Analyten werden Ladungen Ubertragen und somit die lonisation der
Analytmolekile induziert. [33]

APPI stellt, durch die Fahigkeit auch Substanzen zu ionisieren, die weder mit ESI
noch mit APCI ionisierbar sind, eine alternative lonisationsméglichkeit dar. APPI hat
sich unter anderem bei einem grof3en Bereich von unpolaren Arzneistoffen und
Arzneistoff-ahnlichen Substanzen bewahrt und zeichnet sich dabei durch eine bessere
lonisationseffizienz und héhere Sensitivitat aus. [34]

Der Aufbau der APPI-lonenquelle entspricht weitestgehend dem der APCI-Quelle,
wobei die Koronaentladungsnadel durch eine Vakuum-UV-Lampe ersetzt wurde.
Diese emittiert Photonen, welche die lonisation der Analyten bewirkt.

Um ausreichende lonisationseffekte zu erreichen, ist es in der Regel notwendig zum

Eluentenstrom ein Dopant, d.h. eine leicht zu ionisierende Substanz (haufig Toluen
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oder Aceton) zuzugeben. Der Dopant wird durch die Absorption von Photonen
ionisiert. Die so gebildeten Dopant-Kationen ubertragen ihre Ladung auf die
Analytmolekile und steigern somit die lonisierungseffizienz.

Die Typisierung eines Massenspektrometers erfolgt durch den eingesetzten
Analysator. Da in dieser Arbeit ausschliel3lich ein Triple-Quadrupol-Massenspektro-
meter verwendet wurde, soll im Folgenden nur auf diesen Massenanalysatortyp
eingegangen werden.

Ein Triple-Quadrupol (Abbildung 1-3) zeichnet sich durch drei unmittelbar
hintereinander geschaltete Quadrupole (Q) aus. Dabei dient der erste Quadrupol zur
Massenanalyse der lonen, der zweite als Kollisionszelle und der dritte wiederum zum
Scannen der lonen. Diese Anordnung erlaubt neben der einfachen Massenspektro-

metrie (MS) auch die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS).

Kollisions -
gas
l
‘ ‘ ‘ MS 1 | | MS 2
T || O [oetekor
lonenquelle —> 01 —> 02 —>» 03 —» V
‘ ‘ ‘ 1. Analysator StoRRkammer 2. Analysator
Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers

Bei der Tandem-MS sind zwei Massenspektrometer derart miteinander gekoppelt,
dass die durch den ersten Massenfilter (MS1, Q1) selektierten Vorlaufer-lonen durch
StoRe mit dem Kollisionsgas in der StoRkammer (Q2) fragmentiert werden. Die
entstehenden Produkt-lonen kénnen im nachgeschalteten Massenfilter (MS2, Q3)
aufgetrennt und nachfolgend detektiert werden.

Bei der Produkt-lonen-Analyse wird im Q1 ein Vorlaufer-lon selektiert, im Q2
fragmentiert und im Q3 werden die Massen der Fragmente analysiert. Diese Methode
wird sehr haufig verwendet, vor allem fir die Detektion und spezifische
Quantifizierung in der HPLC.

Im Vergleich zu Single-Quadrupol-, lonenfallen- und Flugzeit-MS, sind Triple-
Quadrupol-Massenspektrometer weit verbreitet, vor allem wenn eine spezifische und

sehr empfindliche Routinequantifizierung gefragt ist. [35-36]
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1.4.2 Chromatographische Parameter der HPLC

Aus einem Chromatogramm kdnnen verschiedene Angaben zur Qualitat und zur
Optimierung der Trennung sowie der Saule geschlossen werden, wobei ein
chromatographischer Peak durch mehrere Parameter charakterisiert werden kann.

Die Retentionszeit (tr) entspricht der Zeit von der Probeninjektion bis zum Erreichen
des Peakmaximums. Neben den physikalischen Eigenschaften der Analyten ist die
Retentionszeit von der Lange der Trennséule und der FlieRgeschwindigkeit der
mobilen Phase abhéangig. Unter konstanten chromatographischen Bedingungen
erscheint eine reine Substanz daher immer mit derselben Retentionszeit, welche
folglich zur Identifizierung einer Substanz genutzt werden kann.

Die Totzeit (t,) entspricht der Zeit, welche die Molekule der mobilen Phase bendétigen,
um die Saule ohne Wechselwirkungen zu passieren. Ist die Saule relativ lang oder
stromt die mobile Phase langsam, so ist die Totzeit der Trennsaule grof3 und somit
auch die Retentionszeit. Um Chromatogramme vergleichen zu kénnen, welche an
verschiedenen Saulen und bei unterschiedlicher Flussgeschwindigkeit der mobilen
Phase erhalten wurden, bendtigt man folglich eine geeignetere Grol3e. Zu diesem
Zweck dient der Retentionsfaktor (k, friher Kapazitatsfaktor), welcher durch die
Umwandlung der Retentionszeit in eine dimensionslose GréfRe erhalten wird
(Gleichung 1-1).

K = (tr - tm) / tm

Gleichung 1-1 k: Retentionsfaktor, tg: Retentionszeit, t,,: Totzeit der Trennséaule

Der Retentionsfaktor, auch k-Wert genannt, ist sowohl von der Lange der Trennsaule
als auch von der Fliel3geschwindigkeit der mobilen Phase unabhangig, wobei Werte
zwischen eins und funf als optimal angesehen werden. Gréf3ere k-Werte bedeuten
lange Analysenzeiten und bei kleineren k-Werten kdnnen ungeniigende
Auftrennungen resultieren.

Die Trennstufenzahl N (Zahl der theoretischen Bb6den) charakterisiert die
Trennleistung einer Saule (Gleichung 1-2). Je hoher die Trennstufenzahl, desto
grof3er ist die Trennleistung und umso schmaler sind die Peaks. Die Trennstufenzahl
ist umso grof3er, je besser die Saule gepackt wurde und je kleiner die Teilchen sind
und damit je groRRer die Oberflache der stationaren Phase ist. Ferner wird sie umso

18



Einleitung und Zielsetzung

grolBer, je langer die Saule und je optimaler die Stromungsgeschwindigkeit der
mobilen Phase ist.

N = 5,54 * (tg / Wos5)°

Gleichung 1-2 tr: Retentionszeit, N: Trennstufenzahl, W, s: Peakbreite in halber
Peakhdhe

Eine S&aule mit einer hohen Trennstufenzahl kann auch Gemische trennen, welche
sich in ihrem Selektivitatskoeffizient a nur geringfligig unterscheiden.

Der Selektivitdtskoeffizient oder auch Trennfaktor a genannt, ist ein Mal3 fur die
Selektivitat eines chromatographischen Systems (Gleichung 1-3). Er beschreibt die
Lage eines Peaks in Bezug auf einen weiteren Peak und somit die Fahigkeit einer

Methode, zwei Stoffe voneinander zu trennen.

a=k,/ky mit k, > k;

Gleichung 1-3 k: Retentionsfaktor, a: Selektivitatskoeffizient

Um eine Trennung zu erreichen muss a > 1 sein, ist a = 1 so werden die beiden
Komponenten nicht getrennt, da ihre Retentionszeiten gleich grol3 sind. Der
Selektivitatskoeffizient lasst sich durch die Temperatur und die Eigenschaften der
mobilen und stationédren Phase (pH-Wert, Polaritat, lonenstarke) beeinflussen. [29]

Entscheidend flir eine fehlerfreie quantitative Analyse ist ferner die Peaksymmetrie,

welche mit Hilfe des Symmetriefaktors (Ss) nach Gleichung 1-4 bestimmt wird.

SS = b0,05 / (2A)

Gleichung 1-4 Ss: Symmetriefaktor, by o5: Peakbreite bei 5 % Peakhohe, A: Breite
des Peaks vom Beginn bis zu seinem Maximum bei 5 % Peakhdhe

Im Idealfall folgen die erhaltenen Signale einer Gauf3’schen Normalverteilungskurve
(Ss=1). In der Praxis weichen die Peaks jedoch haufig von der idealen Symmetrie ab
und erscheinen asymmetrisch. Eine Asymmetrie, bei welcher der Frontanstieg steiler
ist als der Peakabfall, wird als Tailing (Ss > 1) bezeichnet. Hingegen wird ein weniger
steiler Anstieg als der Abfall als Fronting oder Leading (Ss < 1) charakterisiert.
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Die Peaksymmetrie ist ein wichtiges Indiz fur die Qualitdt des Chromatogramms,
wobei starke Asymmetrien Integrationsfehler bedingen konnen und somit die

Quantifizierung erschweren.
1.5 Bisherige Methoden zur Bestimmung von Omeprazol

Fur die chromatographische Bestimmung von Omeprazol in Humanplasma existieren
eine Reihe von achiralen Methoden, wobei entweder Omeprazol allein oder
zusammen mit seinen Hauptmetaboliten bestimmt wird. Fir die Detektion wird
entweder die UV-Detektion [18, 37-41] oder die Massenspektrometrie verwendet [42-
46], wobei die massenspektrometrischen Nachweismethoden wesentlich selektiver
sind.

Die chirale Trennung von Omeprazol und seiner Metaboliten bereitet betrachtlich
mehr Schwierigkeiten. Fur die enantioselektive Bestimmung von Omeprazol allein
bzw. mit seinen Hauptmetaboliten gibt es verschiedene Mdoglichkeiten, z. B. die
Normalphasen-Chromatographie, die Umkehrphasen-Chromatographie oder die
Kapillarelektrophorese [47, 11]. Bonato et al. [47] und Karlsson et al. [11] stellten vor
allem die Optimierung der chiralen Trennung in den Vordergrund, wobei die
Bestimmung in biologischen Flissigkeiten, wie z. B. Serum, eine untergeordnete Rolle
spielte und nicht validiert wurde. Kanazawa et al. [17] beschrieben eine
enantioselektive Umkehrphasen-HPLC-Methode mit UV-Detektion und massen-
spektrometrischer Bestimmung der Substanzen, fihrten aber ebenfalls keine
vollstadndige Validierung der Methode in biologischen Flussigkeiten durch. Zudem
erfolgte keine gleichzeitige Bestimmung von Omeprazol-Sulfon. Eine validierte
Methode fur die enantioselektive Bestimmung von Omeprazol ohne Metaboliten in
Humanserum wurde von Cass et al. [48] entwickelt. Diese Methode bedient sich einer
Saulenschaltung mit enantioselektiver Normalphasenseparation und UV-Detektion,
wobei sehr lange Laufzeiten, breite Peaks der Analyten und Stdérungen durch
endogene Substanzen nachteilig auffielen.

Eine weitere voll validierte chirale Normalphasenseparation fir Omeprazol mit UV-
Detektion wurde von Orlando und Bonato entwickelt [49]. Stenhoff et al. [12]
beschrieben ferner eine hochselektive und schnelle enantioselektive Bestimmungs-
methode fur Omeprazol mit sehr niedriger Nachweisgrenze. Sie nutzten die massen-
spektrometrische Isotopenverdiinnungsanalyse nach einer chiralen Normalphasen-
trennung von Omeprazol. Um bei dieser Methode eine ausreichende lonisation der
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Analyten zu gewéhrleisten und die Explosionsgefahr des Normalphasen-
Elutionsmittels zu verhindern, fihrten sie eine Make-up-Flissigkeit, bestehend aus
Ethanol und wassrigem Puffer, nach der Saule aber vor Erreichen der lonenquelle zu.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass bisher keine Methode beschrieben wurde, die
in der Lage ist, simultan Omeprazol-Sulfon und enantioselektiv Omeprazol sowie

Hydroxyomeprazol in Humanplasma zu bestimmen und zu quantifizieren.
1.6 Das Cytochrom P450-Enzymsystem

Die Cytochrom P450 (CYP) Proteine sind eine Superfamilie von Hamproteinen,
welche ubiquitar im gesamten Tier- und Pflanzenreich sowie in Bakterien
nachgewiesen werden konnten [50-51]. Eine wichtige Aufgabe dieser Enzyme besteht
im Fremdstoffmetabolismus, wobei sie zur Verbesserung der Elimination lipophile
Substrate in polarere Metabolite transformieren. Folglich nimmt das Cytochrom P450-
System auch einen besonderen Stellenwert innerhalb des Metabolismus einer
Vielzahl von Arzneimitteln ein. So wird geschatzt, dass es fur 70-80 % aller Phase-I-
Umwandlungen Klinisch relevanter Pharmaka verantwortlich ist [52]. Martin
Klingenberg gilt als Entdecker der Cytochrom P450-Enzyme im Jahre 1958. Er fand
ein  Kohlenmonoxid-bindendes Pigment in der mikrosomalen Fraktion von
Rattenlebern, welches in seiner reduzierten Form ein Absorptionsmaximum von
450 nm besal3. Im Jahre 1962 konnten Omura und Sato dieses Pigment als
Hamprotein identifizierten. Die standardisierte Nomenklatur der CYP-Enzyme richtet
sich nach der Nomenklatur ihrer Aminoséauresequenzen. Alle Enzyme bekommen als
erstes das Prafix ,CYP*, gefolgt von einer arabischen Zahl, welche Auskunft Gber die
Zugehorigkeit zu einer bestimmten Genfamilie gibt. Darauf folgt ein Buchstabe fir die
Subfamilie und abschlieRend eine weitere arabische Zahl, die das individuelle Enzym
kennzeichnet. Fur jedes Enzym erhélt das haufigste oder auch das Wildtyp-Allel die
Bezeichnung *1. Alle weiteren Allelvarianten werden in der Reihenfolge ihrer
Entdeckung bzw. Beschreibung durchnummeriert (*2, *3 etc.). [51, 53]

Haufig stellt die Verstoffwechselung den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei
der Eliminierung einer Substanz oder der Bildung aktiver Metabolite dar. Aus diesem
Grund hat die Variabilitat des enzymatischen Metabolismus einen entscheidenden
Anteil an den interindividuellen Unterschieden in der Wirksamkeit bestimmter
Arzneimittel. Primar wird die basale Metabolisierungsrate von der individuellen

genetischen Konstitution bestimmt. Ferner spielen aber auch das Alter, das

21



Einleitung und Zielsetzung

Geschlecht sowie der Krankheitsstatus und die Einnahme weiterer Medikamente
(Inhibitoren, Induktoren) eine Rolle. [54]

1.6.1 Cytochrom P450 2C19
Das hauptsachlich in der Leber exprimierte Enzym Cytochrom P450 2C19 (CYP2C19)

ist an der oxidativen Umwandlung zahlreicher Arzneistoffe beteiligt.

Die stark eingeschrankte Fahigkeit einzelner Individuen, das Antikonvulsivum
Mephenytoin zu metabolisieren, fuhrte 1979 zu einer der ersten Beschreibungen einer
genetisch bedingten Variabilitdt im Arzneitoffmetabolismus [5]. Spater konnten
klinische Studien demonstrieren, dass die Hydroxylierung von Mephenytoin einem
autosomal rezessiv vererbten genetischen Polymorphismus unterliegt, welcher bei
rund 5 % der untersuchten Probanden eine defekte S-Mephenytoin-Hydroxylase zur
Folge hatte [55]. Dieses defekte Enzym wurde im Jahre 1994 als CYP2C19
identifiziert [56-57]. Aus demselben Jahr stammt die Beschreibung der beiden
haufigsten Allelvarianten CYP2C19*2 und CYP2C19*3. Der Mutation CYP2C19*2 liegt
eine Punktmutation (G—A) des Basenpaares 681 in Exon 5 zugrunde, welches zu
einem frihzeitigen Stop-Codon fiuhrt. Hieraus resultiert ein verkirztes Protein aus
lediglich 234 Aminosauren mit fehlender Ham-Bindungsstelle und somit fehlender
katalytischer Aktivitat. Ein &hnlicher Mechanismus ist fir das CYP2C19*3
verantwortlich. Infolge einer Punktmutation des Basenpaares 636 (G—A) entsteht hier
ein inaktives Protein aus 211 Aminosauren. [58-59] Obwohl bis zum jetzigen Zeitpunkt
bereits 25 verschiedene Allele beschrieben wurden, davon sieben mit fehlender und
eins mit erhdhter Enzymaktivitat [60], ist eine erniedrigte bzw. vollstandig fehlende
metabolische Aktivitat fast ausschliel3lich durch CYP2C19*2 oder *3 bedingt.

Der grof3te Teil der kaukasischen Bevolkerung (ca. 70 %) zahlt hinsichtlich des
Enzyms CYP2C19 zu den extensiven Metabolisierern (EM) mit zwei funktionsfahigen
Allelen (wt/wt). Hingegen gehdren etwa 3 % zu den langsamen Metabolisierern (PM)
ohne CYP2C19-Aktivitat (mt/mt) und rund 30 % zu den intermediaren Metabolisierern
(IM) mit einem defizienten Allel (wt/mt). [61]

Hinsichtlich der Haufigkeit von CYP2C19-Genpolymorphismen bestehen erhebliche
interethnische Unterschiede. So befinden sich zum Beispiel in der asiatischen
Bevolkerung 12-22 % langsame Metabolisierer [62].

Einen sehr bedeutsamen Einfluss scheint der CYP2C19-Genotyp auf den Erfolg einer
Protonenpumpenhemmer-Therapie zu haben. So konnten mit Lansoprazol in

asiatischen Patienten mit einer gastroosophageale Refluxkrankheit (GERD) deutlich
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hohere Heilungsraten bei PM im Vergleich zu EM erreicht werden [63-64]. Ferner
zeigte sich in zahlreichen Studien eine signifikante CYP2C19-Genotyp-Abhangigkeit
bei der Helicobacter pylori-Eradikation [65-68].

1.6.2 Cytochrom P450 3A4

Das Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4) ist eine der wichtigsten Cytochrom P450
Monooxygenasen und wird hauptsachlich in der Leber und dem Darm exprimiert. Es
gehort zu der, mit durchschnittlich 30 % des gesamten P450-Gehaltes, wichtigsten
humanen CYP-Subfamilie (CYP3A).

CYP3A4 metabolisiert ein sehr breites Spektrum an klinisch relevanten Arzneistoffen,
unter anderem Makrolidantibiotika (Erythromycin), Antidepressiva (Mirtazapin,
Venlafaxin), Immunsuppressiva (Cyclosporin) und Protonenpumpenhemmer.
Insgesamt werden Uber 50 % aller eingesetzten Arzneistoffe zumindest teilweise tber
CYP3A4 verstoffwechselt [69].

Im Unterschied zu anderen humanen CYPs (z. B. CYP2C19, CYP2D6), fur die schon
langere Zeit genetische Polymorphismen bekannt sind, welche verschiedene Allele
mit fehlender Enzymaktivitdt auspragen, wurde fur CYP3A4 erst vor einigen Jahren
das erste und bisher einzige Allel mit fehlender Enzymaktivitat beschrieben [70]. Die
Haufigkeit dieser Allelvariante wurde gleichzeitig ermittelt und lag bei deutschen
Kaukasiern bei < 0,06 %.

Nach heutigem Kenntnisstand ist die interindividuelle Variabilitat der CYP3A4-Aktivitat
nur zu einem sehr geringen Teil durch Genpolymorphismen erklarbar, wahrend nicht

genetische Faktoren vermutlich einen weitaus entscheidenderen Einfluss haben [71].
1.7 Die gastroosophageale Refluxkrankheit

Die gastroosophageale Refluxkrankheit (GERD) ist durch einen gesteigerten
gastroosophagealen Reflux mit konsekutiven organischen Komplikationen und/oder
einer Beeintrachtigung der Lebensqualitat definiert [72]. Sie ist mit einer Pravalenz
von 10-20 % eine sehr haufige Erkrankung der westlichen Industrienationen mit
weiterhin steigender Inzidenz. Parallel zur Zunahme der Refluxkrankheit wird ferner in
wachsender Zahl eine mogliche, bisher seltene Folgeerkrankung, das Adenokarzinom
des distalen Osophagus, beobachtet. Dieses kann sich infolge eines Barrett-
Osophagus entwickeln, einer entziindlich bedingten, metaplatischen Umwandlung des

normalen Plattenepithels der Speiserdhre in Zylinderepithel. [73-74]
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Ein Pionier auf dem Gebiet der GERD war Asher Winkelstein, welcher 1935 die
Refluxdsophagitis als erster klinisch definierte. Er vermutete, dass durch den Reflux
von gastraler Salzsaure und Pepsin die Osophagusschleimhaut geschadigt wird und
dieses zu einer Entziindung, der ,peptischen Osophagitis*, fihrt [75]. Philip Allison
entwickelte diesen Gedanken weiter und beschrieb 1951 die Verbindung zwischen
Refluxésophagitis und Hiatushernie [76-77].

Lange Zeit wurde das Vorhandensein einer Hiatushernie als eine Voraussetzung fur
die Entstehung einer Refluxdsophagitis angenommen [78]. Mit Hilfe der Entwicklung
und Verbreitung verschiedener funktionsdiagnostischer Untersuchungsmethoden
konnte dies jedoch nicht bestétigt, sondern nur ein mittelbarer Zusammenhang
festgestellt werden. Durch neue Messmethoden erkannte man als Ursache eines
pathologischen gastro6sophagealen Refluxes vorwiegend eine Funktionsstdérung des
Verschlussmechanismus des unteren Osophagussphinkters [79]. Hierbei handelt es
sich nicht um einen anatomisch definierten Schliel3muskel, sondern um eine mehrere
Zentimeter lange Hochdruckzone am gastroésophagealen Ubergang. Dieser untere
Osophagussphinkter stellt beim Menschen die wesentliche Barriere zwischen Magen
und Speiser6hre dar. Im Ruhezustand ist der Sphinkter tonisch kontrahiert und
verhindert damit den Reflux von Mageninhalt in den Osophagus. Dieses geschieht
allerdings nicht vollstdndig, denn auch gesunde Menschen haben, insbesondere
postprandial, einen physiologischen Reflux [80]. Des Weiteren ist die Magen-
entleerung bei 43-57 % der GERD-Patienten verzogert, so dass von einigen Autoren
ein Zusammenhang der Refluxkrankheit mit einer Motilitdtsstérung des gesamten
oberen Verdauungstraktes vermutet wird [81-82]. Die Pathogenese der GERD st
folglich sehr komplex und multifaktoriell. Zu den pathogenen Faktoren gehdren ferner
die Potenz des Refluates, eine gestorte dsophageale Clearance, eine verminderte
Resistenz der Osophagusschleimhaut, eine Hypersekretion von Magenséaure und ein
verminderter Speichelfluss [81].

Das Leitsymptom der GERD ist das Sodbrennen, welches in 75 % der Patienten zur
Verdachtsdiagnose fuhrt. Es prasentiert sich typischerweise als ein aus dem
Epigastrium hinter dem Brustbein aufsteigendes brennendes Schmerzgefihl. Weitere
Symptome sind saures Aufstof3en, Regurgitationen, Dysphagie und dyspeptische
Oberbauchbeschwerden, wobei die Beschwerden bevorzugt nach der Nahrungs-
aufnahme auftreten. [83] Treten sie hingegen nachts oder niichtern auf, liegt oftmals

ein hoherer Grad der Osophagitis vor [84]. Aus klinisch-endoskopischer Sicht werden
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drei Entitdten unterschieden, die Nichterosive- (NERD) und Erosive-Refluxkrankheit
(ERD) sowie der Barrett-Osophagus. Die NERD ist durch typische Refluxsymptome
und eingeschrankte Lebensqualitat, jedoch im Gegensatz zu der ERD ohne
endoskopisch nachweisliche Lasionen der Osophagealschleimhaut, gekennzeichnet.
Ziel der Therapie ist es demnach, sowohl bei der NERD als auch bei der ERD,
Beschwerdefreiheit zu erreichen. Zusatzlich wird bei der ERD eine Abheilung der
Lasionen angestrebt, in der Hoffnung, spatere Komplikationen zu vermeiden. Die
etablierteste, weil effektivste Therapie ist die konservative Behandlung der GERD

mittels Protonenpumpenhemmern.

1.7.1 Diagnostik und Klassifikationen der GERD

Das Erheben von objektiven Befunden ist entscheidend fur die Diagnostik des héaufig
subjektiven Beschwerdebildes der GERD und sollte dementsprechend immer
standardisiert erfolgen. Die Endoskopie als bildgebendes Verfahren erlaubt eine

solche Objektivierung der GERD-Manifestation.

Grad A

Abbildung 1-4: Los-Angeles-Klassifikation der Refluxdsophagitis (Grad A-D) mit
korrespondierendem endoskopischen Beispiel und schematischer Grafik
(aus [85])

Zur Einteilung des Schweregrades der Refluxdsophagitis stehen dabei mit der Savary-
Miller-, MUSE- und Los-Angeles-Klassifikation drei Schemata zur Verfligung.

Inzwischen hat sich international die Los-Angeles-Klassifikation durchgesetzt mit einer
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guten Korrelation zwischen dem endoskopischen Befund und der Klinischen
Symptomatik [83]. Sie unterteilt, wie in Abbildung 1-4 dargestellt, die
Refluxésophagitis in Grad A bis D. Im erste Stadium, welches als Los-Angeles-Grad A
(LA-A) bezeichnet wird, sind eine oder mehrere isolierte Mukosalasionen unter 5 mm
zu diagnostizieren. Los-Angeles-Grad B (LA-B) weist eine oder mehrere Schleim-
hautlasionen Uber 5 mm auf, die jedoch die Spitzen zweier Mukosal&ngsfalten nicht
Uberschreiten. Als Los-Angeles-Grad C (LA-C) werden ein oder mehrere Schleim-
hautlasionen bezeichnet, welche mehrere Mukosafalten tberschreiten, wobei jedoch
noch keine zirkularen Defekte auftreten. Sind zirkuldre Defekte nachweisbar, spricht
man vom Los-Angeles-Grad D (LA-D).

Ferner konnte in mehreren Arbeiten eine enge Korrelation zwischen dem Ausmal’ der
Refluxésophagitis bzw. dem Vorhandensein einer Barrett-Mukosa und der Schwere

des pH-metrisch nachgewiesenen sauren Reflux gezeigt werden [86-88].

1.7.2 Die Osophago-Gastro-Duodenoskopie

Die Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) stellt den Goldstandard zur
Differenzierung von nichterosiver Refluxkrankheit (NERD) und erosiver
Refluxkrankheit (ERD) dar. Sie ermoéglicht die makroskopische Schleimhaut-
beurteilung und somit die oben beschriebene Graduierung der Refluxkrankheit sowie
den Nachweis bzw. den Ausschluss einer Barrett-Schleimhaut. Ferner kdnnen der
Magen sowie Hiatushernien beurteilt und andere Erkrankungen, insbesondere
Malignome, ausgeschlossen werden. Des Weiteren ist eine OGD vor jedem
operativen Eingriff in diesem Bereich obligat. Eine routineméaRige Biopsieentnahme ist
nicht erforderlich, jedoch bei einem makroskopisch nicht sicher einzuordnenden
Befund oder dem Verdacht auf eine Schleimhautmetaplasie indiziert. [83]

1.7.3 Die 24-Stunden-pH-Metrie von Osophagus und Ma  gen

Der priméare Effekt einer Therapie mit Protonenpumpenhemmern ist die Suppression
der Magensauresekretion, welches fur die Heilung der GERD und anderer
magensaurebedingter Erkrankungen entscheidend ist [89].

Eine sehr hilfreiche Methode, die individuelle Wirksamkeit von Protonenpumpen-
hemmern zu Uberprifen und antisekretorische Therapien zu vergleichen, ist die
intragastrale pH-Metrie, welche die direkte Abschatzung der S&auresuppression
ermdglicht [90]. Ferner kann die quantitative Bestimmung der dsophagealen

Saureexposition standardisiert an einem definierten Punkt unter Bertucksichtigung des
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zirkadianen Rhythmus, korperlicher Aktivitdten, Lageanderungen und Nahrungs-
aufnahme erfolgen.

Erstmals berichtete Spencer 1969 daruber, wie mit einer im Osophaguslumen
platzierten Glaselektrode Uber einen langeren Zeitraum hinweg gastrodsophageale
Refluxe registriert werden kénnen [91]. Johnson und DeMeester fuhrten dann die 24-
Stunden-pH-Metrie in die Klinik ein und quantifizierten den gastrodsophagealen Reflux
sowohl bei Gesunden (,physiologischer Reflux®) als auch bei Patienten mit einer
Refluxerkrankung [92-93].

Ublicherweise besteht ein pH-Metrie-Messsystem aus einem pH-Messkatheter mit
Glas- oder Antimonelektrode und einem tragbaren Gerat zur Datenspeicherung. Dabei
konnen auf einem Messkatheter mehrere Messpunkte platziert werden. Ferner wird
eine Software zur computergestitzten Auswertung bendtigt. Durch dieses sehr
praktikable Messsystem lassen sich Messungen ohne grofRen Aufwand und unter
normalen Lebensbedingungen durchfihren. Die 24-Stunden-pH-Metrie ist damit vor
allem fur den ambulanten Sektor die Methode der Wahl.

Die Messelektrode wird 5 cm oberhalb des unteren Osophagussphinkters und bei
einer 2-Punkt-Messung zusétzlich 5 cm unterhalb des unteren Osophagussphinkters
platziert. Die Positionierung kann entweder manometrisch oder mittels pH-Sprung
Methode erfolgen, wobei bei der zweiten Variante die unterschiedlichen pH-Werte des
Magens und des Osophagus ausgenutzt werden. Auch diese Methode ist ausreichend
genau [94].

Fur die Diagnose und Bewertung der GERD mittels pH-Metrie existieren verschiedene
Analysenmoglichkeiten. Das System von Johnson und DeMeester bewertet sechs
Variablen aus welchen der DeMeester-Score errechnet wird: die prozentualen Anteile
der Zeit mit pH kleiner 4 fir die gesamte Messung sowie flr die Messung in aufrechter
und die Messung in liegender Position, die Anzahl der Refluxepisoden mit einer Dauer
von = 5 min, die Dauer des langsten Refluxes und die Gesamtzahl der Refluxepisoden
[95]. Mit Hilfe einer mathematischen Formel wird jede dieser sechs Variablen
verrechnet. Dabei gehen der ermittelte Patientenwert sowie der Mittelwert und die
Standardabweichung der entsprechenden Variablen eines definierten gesunden
Probandenkollektives in die Formel ein. Durch Addition der Scorewerte aller sechs
Variablen wird der DeMeester-Score gebildet. [96]

Der DeMeester-Score ist folglich ein umfassender Score, welcher in den meisten

kommerziellen Auswertungssystemen enthalten ist. Allgemein kann ab einem
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DeMeester-Score von grolBer 14,72 von einer pathologischen Sé&urebelastung
ausgegangen werden [97].

Eine andere Mdglichkeit ist die Verwendung der Messgrol3e des prozentualen Anteils
der Zeit im Osophagus mit einem pH-Wert kleiner als 4, welche die hochste
Sensitivitat und Spezifitat besitzt [98].

1.8 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung einer Methode zur
enantioselektiven Quantifizierung von Omeprazol und seiner Hauptmetabolite,
Omeprazol-Sulfon und 5-Hydroxyomeprazol, in Humanserum. Mit Hilfe dieser
Methode sollte in einer Pilotstudie der Therapieerfolg von Omeprazol bei Patienten mit
einer GERD im Hinblick auf deren CYP2C19-Geno- und -Phanotyp bewertet werden.
Im Rahmen dieser Studie sollten einerseits enantioselektiv die Abbauraten von
Omeprazol und seiner Hauptmetabolite bestimmt und andererseits der
pharmakodynamische Effekt mittels 24-Stunden-pH-Metrie im Magen und Osophagus
beurteilt werden.

Ferner sollte die Enantiomerenstabilitat von S-Omeprazol in vivo tberprift werden.

Mit Hilfe der durchgefuhrten Studie sollte geklart werden, ob eine anhand des
CYP2C19-Genotyps optimierte individuelle Dosierung des Protonenpumpenhemmers
Omeprazol zu einem besseren pharmakodynamischen Effekt (pH-metrische
Sauresuppression) fuhrt. Dieser Surrogatparameter hat sich als pradiktiv fur den
klinischen Erfolg (Heilung der Refluxésophagitis) erwiesen. Durch den Vergleich einer
Kontrollgruppe mit Standarddosierung gegen die Interventionsgruppe mit den zwei
wesentlichen genotypischen Populationen mit angepasster Arzneimitteldosierung
sollten dartber hinaus der CYP2C19-Geno- und -Phénotyp (Pharmakokinetik) auf
Kongruenz ihrer Aussagekraft Gberprift werden. Dabei erhielten die Patienten mit
einem genetisch bedingten schnellen Arzneimittelabbau (EM) eine hohere Dosierung
als Patienten mit einem genetisch bedingten verzdogerten Abbau (PM, IM). Diese
Fragestellungen wurden nach einer 14-tagigen Therapiedauer untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Geréate und Zubehor

= Hochleistungsflissigkeitschromatographie-System: Agilent Flassigkeits-
chromatograph der Serie 1100 (Waldbronn, Deutschland) bestehend aus
einem bindrem Pumpensystem (2 Doppelkolbenpumpen zur Mischung der
Losungsmittel), einem Autosampler, einem thermostatisierbaren Saulenofen
und einem UV/VIS-Detektor mit Diodenarray (DAD)

= HPLC-Saulen: - Supelco Chirobiotic R 150 x 2,1 mm; Partikelgrof3e 5 um

- ReproSil Chiral-CA 250 x 2 mm; Partikelgrof3e 5 um
(Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch, Deutschland)

= Vorsaulenfilter (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) ausgestattet mit
einem Silizium-Filter

= Thermo Scientific TSQ Discovery Max Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
(San Jose, CA, USA) ausgestattet mit einer APPI-lonenquelle mit einer Krypton
UV-Lampe (PhotoMate®, Syagen, Tustin, CA, USA)

=  Thermo Scientific Xcalibur Software, Version 1.2

= Waters OASIS® HLB 1 ml Extraktionskartuschen mit 30 mg Sorptionsmittel
(Waters, Eschborn, Germany)

= Vakuumstation fur Kartuschen (Waters, Milford, USA)

= Autosampler-Vials mit Einsatz

» Safe-Lock Tubes 1,5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

»= Univapo 150 ECH — Vakuumzentrifuge (UNIEQUIP Laborgeratebau)
= Abbott - Tischzentrifuge (Abbott, Leipzig, Deutschland)

» pH 537-pH-Meter (Wtw GmbH, Weilheim, Deutschland)

= Easypure UV D7402 - Reinstwasseranlage (Werner, Frankfurt/Oder,
Deutschland)

» Laborwaage R 180D-D1 (Sartorius AG, Géttingen, Deutschland)
» Laborwaage BA 310 S/OD2 (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)
= Reax 2000 Vortexer (Heidolph, Kelheim, Deutschland)

= verschiedene Pipetten und Spitzen der Marke Eppendorf® (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland)

= BD Vacutainer® Blutentnahmesysteme, Blutrohrchen mit EDTA (lila) und ohne
Zusatze (rot) (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

= Venenverweilkanulen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

= Spritzen (5 ml, 10 ml); Aufziehkantlen; 3 Wegehdhne Discofix (Braun,
Melsungen, Deutschland)
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2.2 Chemikalien

= Omeprazol als racemisches Gemisch (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

= Enantiomerenreines S-Omeprazol: Nexium® Pulver zur Herstellung einer
Injektions-/Infusionslésung, wobei 45 mg des Pulvers 40 mg S-Omeprazol
entsprechen (Astra Zeneca, Wedel, Deutschland)

» Racemisches D3-Omeprazol (CDN-Isotopes, Augsburg, Deutschland)

» Racemisches 5-Hydroxyomeprazol (SynFine Research, Ontario, Canada)

» Racemisches D3-5-Hydroxyomeprazol (SynFine Research, Ontario, Canada)
= Omeprazol-Sulfon (SynFine Research, Ontario, Canada)

= n-Hexan (Merck, Darmstadt, Deutschland)

= |sopropanol, Gradient Grade fur die Flussigkeitschromatographie (LiChrosolv)
= Methanol (Riedel-de Haén, CHROMASOLYV)

= Acetonitril (Riedel-de Haén, CHROMASOLYV)

=  Ammoniumacetat (SigmaUltra, SIGMA, Deisenhofen, Deutschland)

= 1-Methylpiperidin

» Essigsaure 100 %, reinst (Merck, Darmstadt, Deutschland)

=  Ammoniaklosung 25 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)

» Reinstwasser, eigene Herstellung

= Triethylamine (TEA), (Fluka, Duchs, Schweiz)

= Diethylamin = 99,5 % (DEA), (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)

2.3 Herstellung von Losungen

2.3.1 Omeprazol-Stammlésungen

Omeprazol-Stammldsung 1: 5,0 mg Omeprazol in 50 ml Isopropanol
(entspricht einer Konzentration von 100 pg/ml)

Omeprazol-Stammldsung 2: 1,0 mg Omeprazol-Sulfon in 5 ml Isopropanol
(entspricht einer Konzentration von 200 pg/ml)

Omeprazol-Stammldsung 3: 1,0 mg 5-Hydroxyomeprazol in 5 ml Isopropanol
(entspricht einer Konzentration von 200 pg/ml)

2.3.2 Kalibrierlésung 1 und 2

Kalibrierlosung 1: 100 pl Omeprazol-Stammlésung 1 + 25 pl Omeprazol-
Stammldsung 2 + 25 ul Omeprazol-Stammlésung 3 werden
gemischt und mit 10 pl TEA und 840 pl Reinstwasser verdunnt.

Die Kalibrierlésung 1 besitzt eine Omeprazol-Konzentration von 10 pug/ml und eine

Omeprazol-Sulfon- und 5-Hydroxyomeprazol-Konzentration von jeweils 5 pg/ml.

30



Material und Methoden

Kalibrierlosung 2: 100 ul Kalibrierlésung 1 werden mit 10 pl TEA und 890 pl
Reinstwasser verdinnt.

Die Kalibrierlosung 2 besitzt eine Omeprazol-Konzentration von 1 pg/ml und eine

Omeprazol-Sulfon- und 5-Hydroxyomeprazol-Konzentration von jeweils 0,5 pg/mi.

Als Kalibriermatrix wurde Leerserum fir Forschungszwecke aus der Blutbank des
Instituts fur Transfusionsmedizin und Immunh&matologie des Universitatsklinikums

Magdeburg verwendet. Dieses wurde bis zu seiner Verwendung bei —20 °C gelagert.
Die Kalibrierfunktionen wurden mit Kalibrierproben aus humanem Leer-Plasma in den
folgenden Konzentrationen erstellt (Tabelle 2-1):

Tabelle 2-1: Konzentrationen der Kalibrierproben von R- und S-Omeprazol (OME),
R- und S-5-Hydroxyomeprazol (OH-OME) und Omeprazol-Sulfon (OMES)

Probe Level der R-OME S-OME R-OH-OME S-OH-OME OMES
Qualitatskontrolle [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

1 niedrig 5 5 2,5 2,5 5
2 10 10 5 5 10
3 25 25 12,5 12,5 25
4 mittel 50 50 25 25 50
5 100 100 50 50 100
6 250 250 125 125 250
7 500 500 250 250 500
8 hoch 750 750 375 375 750

Der Konzentrationsbereich lag fir R- und S-Omeprazol sowie fir Omeprazol-Sulfon
zwischen 5 und 750 ng/ml und fir R- und S-5-Hydroxyomeprazol zwischen 2,5 und
375 ng/ml. Die Wahl des Konzentrationsbereiches ergab sich aus den zu erwartenden

Konzentrationen in spateren Patientenproben.

2.3.3 Interner Standard (IS)-Stammldsung

1 mg D3-Omeprazol und 0,5 mg Ds-5-Hydroxyomeprazol werden in 10 ml 2-Propanol

gelost.

2.3.4 1S-Arbeitslosung

50 ul der I1S-Stammldsung werden mit 10 ul TEA und 940 ul Reinstwasser verdinnt.

31



Material und Methoden

2.3.5 Ammoniumacetatpuffer (0,1 M, pH 8,5)

0,771 g Ammoniumacetat werden in 100 ml Reinstwasser geldst und mit einer
25 %igen Ammoniak-L6sung auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt.

2.3.6 Laufmittel (mobile Phase)

Laufmittel A: 2,5 ml Diethylamin (DEA) + 10 ml Essigsaure + 250 ml 2-Propanol
Laufmittel B: n-Hexan
2.4 Methodenentwicklung zur Bestimmung von Omeprazo | und

seiner Hauptmetabolite

Die Entwicklung einer HPLC-Methode zur Bestimmung von Omeprazol und seiner
Metabolite aus humanem Serum war Teil der vorliegenden Arbeit. Infolgedessen wird
in diesem Methodenteil nur auf die Durchfihrung der endguiltigen Methode
eingegangen. Alle weiteren Details werden im Ergebnisteil erlautert.

Die Methodenentwicklung erfolgte mittels HPLC-Tandem-Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) an einem HPLC-System der Firma Agilent (Waldbronn, Deutschland). Dieses
bestand aus einem Autosampler mit programmierbarer Injektion, einem
thermostatisierbaren Saulenkompartiment, einer binaren Pumpe und einem UV/VIS-
Detektor mit Diodenarray (DAD). Zur chromatographischen Enantiomerentrennung
wurde eine ReproSil Chiral-CA Saule mit Vorsaulenfilter verwendet. Die Detektion
erfolgte mit einem TSQ Discovery Max Triple-Quadrupol-Massenspektrometer,
welches mit einer  Atmospharendruck-Photoionisations-lonenquelle  (APPI-
lonenquelle) ausgestattet war. Die Systemsteuerung, Datenaufnahme und
chromatographische Auswertung erfolgte tber die Xcalibur-Software (Version 1.2).
Fur die Quantifizierung der Wirkstoffpeaks wurden die jeweiligen Peakflachen

herangezogen.

2.4.1 Probenaufbereitung mittels Festphasenextrakti  on

Zur Extraktion von Omeprazol und seiner Metabolite aus humanem Serum wurden
OASIS HLB 1 ml Extraktionssaulen verwendet. Die Extraktion wurde mit Hilfe einer

Vakuumstation fur Kartuschen mit einer Durchflussrate von 1 ml/min durchgefthrt.

Konditionierung: 1 x 1 ml Methanol
1 x 1 ml Reinstwasser
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Probe auftragen: als Gemisch aus:
250 pul Patientenprobe bzw. Kalibrierprobe
+ 20 pl IS-Arbeitslésung
+ 500 pl Ammoniumacetatpuffer

Waschen: 1 x 1 ml Ammoniumacetatpuffer
1 x 1 ml Ammoniumacetatpuffer/Methanol-Gemisch (70 %/30 %)

Eluieren: 1 x 1 ml Methanol

Das Eluat wurde anschlieRend in der Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingedampft
und danach mit 10 pl 2-Propanol mit 1 % TEA und 90 ul n-Hexan aufgenommen und

in braune Autosamplerglaschen tberfinhrt.

2.4.2 Chromatographische Bedingungen

Mit Hilfe des Autosamplers wurden 10 pl der aufbereiteten Probe in das
chromatographische System des Agilent 1100 Flissigkeitschromatographen injiziert.
Die enantioselektive chromatographische Trennung erfolgte sodann mittels
Gradientenelution im Normalphasen-Modus. Die mobile Phase A setzte sich aus
Isopropanol, Essigsaure und Diethylamin (DEA) im Verhéltnis 100:4:1 (v/viv)
zusammen, wobei die mobile Phase B rein aus Hexan bestand. Mit einer konstanten
Flussrate von 0,35 ml/min startete der Gradient mit einer Zusammensetzung aus 10 %
mobiler Phase A und 90 % mobiler Phase B. Innerhalb von zehn Minuten wurde der
Anteil an mobiler Phase A auf 15 % angehoben und eine Minute konstant gehalten.
Anschliel3end erfolgte ein einmindtiger Waschschritt mit einem Anteil von 25 %
mobiler Phase A. Nach diesem Waschschritt wurde die Zusammensetzung der
mobilen Phase zurlck auf die Anfangsbedingungen eingestellt.

Ein Schaltventil leitete alle HPLC-Eluate innerhalb einer Laufzeit von 5 - 15,9 Minuten
zum Massenspektrometer weiter, wobei alles aufRerhalb dieser Zeitspanne zum
Abfallbehalter gelangte. Ein kompletter chromatographischer Zyklus dauerte inklusive
Redaquilibrierung der Saule 19 Minuten.

Die Saulentemperatur wurde die gesamte Zeit konstant bei 20 °C gehalten.

2.4.3 Einstellungen des Massenspektrometers

Als Detektor diente ein TSQ Discovery Max Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
mit APPI-lonenquelle. Die lonisierung der Analytmolekile wird bei diesem System
durch Photonen induziert, die von einer Krypton UV-Lampe erzeugt werden, welche
zwei Emissionslinien mit einer Energie von 10,0 eV und 10,6 eV ausstrahlt. Die
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Zerstaubungs- und Kapillartemperatur wurde auf 300 °C bzw. 220 °C eingestellt. Als
Mantel- und Hilfsgas wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 41 bzw. 8 Gerate-
einheiten verwendet. Unter diesen Bedingungen wurden die Analyten ausschlief3lich
zum einfach-protonierten Molekiilion [M + H]" ionisiert. Um die Fragmentierung der
protonierten Molekilionen zu erreichen, wurde Argon als Kollisionsgas mit einem
Druck von 1,0 mTorr eingesetzt. Folgende Ubergidnge vom einfach-protonierten
Molekilion zum Fragmention wurden zur Detektion der Analyten und des internen
Standards verwendet (Tabelle 2-2):

Tabelle 2-2 Massen der einfach-protonierten Molekilionen und Fragmentionen sowie
Kollisionsenergien zur MS/MS-Detektion der Analyten und des internen

Standards
Substanz Masse des einfach - | Kollisionsenergie Masse des Chromatographisches
protonierten lons Produktes Zeitfenster
[m/z] [eV] [m/z] [min]

OME 346 14 198 5-16
D3-OME 349 14 198 5-16
OH-OME 362 14 214 8,75-16

D3-OH-OME 365 14 217 8,75-16
OMES 362 18 298 5-8,75

2.4.4 Peakintegration

Alle LC-MS/MS-Peaks wurden automatisch durch die Quantifizierungssoftware
Xcalibur (Version 1.2) integriert. Alle Chromatogramme wurden visuell tGberpruft und
falls notwendig manuell nachintegriert. Zur Quantifizierung wurde der Peakflachen-

Quotient von Analyt und internem Standard verwendet.
2.4.5 Methodenvalidierung

2.4.5.1 Selektivitat

Selektivitat ist die Fahigkeit einer analytischen Methode, verschiedene nebeneinander
zu bestimmende Analyten ohne gegenseitige Storungen oder Stérungen durch andere
endogene oder exogene Substanzen (Metabolite, Verunreinigungen, Abbauprodukte,
Matrix) zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren [99].

Zur Uberpriifung der Selektivitat wurden drei extrahierte Leerplasma-Proben
analysiert. Ferner wurden Leerproben jeweils einzeln mit Omeprazol,

5-Hydroxyomeprazol und Omeprazol-Sulfon sowie mit D3-Omeprazol zusammen mit
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Ds-5-Hydroxyomeprazol aufgestockt und hinsichtlich eines Ubersprechens in andere
Massenspuren analysiert.

2.4.5.2 Matrixeffekte

Unter Matrixeffekten versteht man die direkte oder indirekte Anderung des
Messsignals durch die Anwesenheit unbeabsichtigter Analyten oder anderer
interferierender Substanzen in der Probe. Dabei sind sowohl Unterdrickungen als
auch Verstarkungen des Messsignals moglich. [99]

Trotz  Probenaufbereitung mittels  Festphasenextraktion kdénnen  stérende
Matrixsubstanzen nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, so dass eine
Untersuchung des Matrixeffektes erfolgen muss.

Hierfir wurden drei, ohne internen Standard extrahierte Leerplasma-Proben
untersucht, indem die IS-Stammlésung (1:10 verdinnt) mit eine Flussrate von 5 pl/min

Uber ein T-Stiick nach der HPLC-Séaule in den Eluatstrom zudosiert wurde.

2.4.5.3 Linearitat und Nachweisgrenze

Die Linearitat einer analytischen Methode ist die Fahigkeit, innerhalb eines gegebenen
Konzentrationsbereiches Messergebnisse zu liefern, die direkt proportional zur
Konzentration des Analyten in der Probe sind [100]. Zur Uberpriifung der Linearitat
wurden Kalibriergeraden aus den entsprechenden Kalibrierproben erstellt. Dabel
basiert die Berechnung der 1/x gewichteten Kalibriergeraden auf den Quotienten der
Peakflachen von Analyt und internem Standard.

Die Nachweisgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Analyten in der
Probe, bei der die Identifizierungskriterien erfullt sind [99]. Zur Bestimmung der
Nachweisgrenze wurden Kalibrierstandards aus humanem Leer-Plasma hergestellt
und das Signal-Rausch-Verhaltnis ermittelt. Die Nachweisgrenze ist hierbei die
niedrigste Konzentration des Analyten in der Probenmatrix, bei der das Signal-

Rausch-Verhaltnis mindestens 3:1 betragt [99].

2.4.5.4 Prazision und Richtigkeit

Als Prazision oder Genauigkeit bezeichnet man die Ubereinstimmung zwischen zwei
oder mehreren unabhangigen Tests bzw. Messungen unter gleichen Bedingungen.
Die Prazision einer Messreihe gibt Aufschluss Uber die Reproduzierbarkeit der
Probenaufbereitung und der Probenmessung. Die Préazision wurde mit Hilfe der

Gleichung 2-1 berechnet.
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Standardapwelchunq der Ist—Kt_nnzentrann x 100 %; in [%]
mittlere Ist-Konzentration

Prazision einer Messreihe =
Gleichung 2-1

Die Ubereinstimmung zwischen dem Messergebnis und dem tatsachlichen Gehalt
bezeichnet man als Richtigkeit. Sie wird als mittlere Abweichung in Prozent
angegeben und nach der Gleichung 2-2 berechnet. Die Richtigkeit einer Messreihe
gibt Aufschluss Uber mdgliche systemische Fehler in der Probenaufbereitung und

Probenmessung.

(mittlere Ist-Konz.) — (Soll-Konz.)

Richtigkeit einer Messreihe =
Gleichung 2-2

x 100 %; in [%)]
Soll-Konzentration

Fur die Bewertung der Prazision und der Richtigkeit wurden zehn Proben in drei
unterschiedlichen Konzentrationen gemeinsam an einem Tag aufbereitet und in einer
Messsequenz bestimmt und ausgewertet (Prézision in Serie). Des Weiteren fanden
Bestimmungen in drei unterschiedlichen Konzentrationen an funf verschiedenen

Tagen statt (Wiederholprazision).

2.4.5.5 Wiederfindung der Analyten

Als Wiederfindung bezeichnet man das Detektorsignal einer der Matrix zugesetzten
Substanzmenge nach Aufbereitung der Probe im Vergleich zum Detektorsignal einer
direkt aus einer wassrigen Standardlésung gemessenen Substanzmenge.

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden je vier Messungen der wassrigen
Standardlésung bei niedriger und hoher Konzentration durchgefuhrt. Ferner wurden je
funf Matrixproben der gleichen Substanzmenge extrahiert, vermessen und mit den
mittleren Ist-Konzentration der wassrigen Standardldsung nach der Gleichung 2-3 in

Relation gesetzt.

mittlere Ist-Konzentration (Matrix)
mittlere Ist-Konzentration (wassrig)

Wiederfindung =
Gleichung 2-3

x 100 %; in [%]

Da die Probenaufbereitung achiral erfolgt und um Matrixeffekte im Massen-
spektrometer auszuschlie3en, wurde zur Untersuchung der Wiederfindung die
achirale Bestimmungsmethode von Shimizu et al. [40] mittels UV-Detektion bei

302 nm verwendet.
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2.4.5.6 Stabilitat

Die Stabilitat bezeichnet die chemische Stabilitdt eines Analyten in einer gegebenen
Matrix unter bestimmten Bedingungen fir gegebene Zeitintervalle, wobei die Stabilitat
eines Analyten vom Zeitpunkt der Probennahme bis zum Abschluss der Analyse
gewahrleistet sein sollte. Hingegen ist die Stabilitat wahrend der Lagerung und
wéahrend eventuell wiederholtem Einfrieren und Auftauen methodenunabhangig, so
dass entsprechende Stabilititsdaten aus der Literatur Gbernommen werden
kénnen. [101]

Die Enantiomerenstabilitat von S-Omeprazol wurde Uberprift, indem drei
Leerserumproben mit 200 pg/ml S-Omeprazol angereichert, extrahiert und analysiert

wurden.
2.5 Pharmakokinetische und pharmakodynamische Untersuchungen

2.5.1 Allgemeines Studiendesign

Den Untersuchungen liegt eine prospektive, randomisierte, offen kontrollierte klinische
Studie mit Parallelgruppendesign zugrunde. Die Studie war als Pilotstudie fur 32
Patienten mit endoskopisch diagnostizierter gastrodosophagealer Refluxkrankheit
(GERD) (Kapitel 2.5.8) der Stadien A und B laut Los-Angeles-Klassifikation konzipiert.
Die Zahl der einzuschlieRenden Patienten orientierte sich demnach an der fir

klinische Pilotstudien Ublichen Zahl von 15 bis 20 einzuschlieRenden Probanden.

GERD
Los-Angeles-Klassifikation
Grad Aund B

Genotypisierung, Randomisation

Standard Regime Pharmakogenetisch basiertes Regime
(Kontrollgruppe, n = 16) A (Interventionsgruppe, n = 16)
1x20 mg Omepr.
I | | I l |
Al EM A2 M, PM B2 EM B1 IM, PM
n=_8 n=_8 n=_8 n=_8
2x40 mg Omepr. | 1x20 mg Omepr

Abbildung 2 -1: Studiendesign
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Entsprechend der Genotypisierung (Kapitel 2.5.6) fur CYP2C19 wurden die Patienten
randomisiert der Kontrollgruppe A [n = 8 wt/wt (EM); n = 8 wt/mt (IM) bzw. mt/mt (PM)]
oder einer der beiden Interventionsgruppen Bl (n = 8 wt/mt bzw. mt/mt) und B2 (n =8
wt/wt) zugeordnet (Abbildung 2-1).

Die Stratifizierung der Patienten erfolgte auf der Grundlage, dass bei einem statistisch
zu erwartenden Anteil von ca. 33 % IM und PM in der kaukasischen
Bevolkerungspopulation fir das gewahlte Studiendesign, im Umfang von 32
Patienten, fur die Pilotstudie eine Fallzahl von bis zu 48 Patienten zu randomisieren
war. Die Randomisierung erfolgte mit der Software Rancode Version 3.6. als
Blockrandomisierung mit n = 4. Drop-outs wurden entsprechend ersetzt.

Die Dosierungen fur die einzelnen Studiengruppen von 1 x 20 mg bis 2 x 40mg
Omeprazol pro Tag wurden in Anlehnung an das empfohlene Dosierungs-
Eskalationsschema fiur Protonenpumpenhemmer festgelegt. Dieses Schema findet
sich in der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten [102].

2.5.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in der Klinik fir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-Guericke-Universitat in Magdeburg.
Einschlusskriterien waren: eine kaukasische Herkunft, ein Alter zwischen 20 und 70
Jahren, ein Gewicht zwischen 50 und 85 kg sowie eine nachgewiesene
gastroosophageale Refluxkrankheit der Stadien A oder B nach Los-Angeles-
Klassifikation. Die Diagnosesicherung erfolgte durch eine Gastroskopie. Die Patienten
sollten ferner unauffallige Befunde in der Einschlussuntersuchung sowie dem Routine-
Laborscreening aufweisen.

Als Ausschlusskriterien galten schwere Erkrankungen des Patienten (z. B. des
Zentralnervensystems, psychische Erkrankungen, chronische oder akute Infektionen),
insoweit diese im Widerspruch zu den Einschlusskriterien standen sowie eine
unbehandelte oder innerhalb der letzten drei Monate behandelte Helicobacter pylori
Infektion. Da die Einnahme bestimmter Medikamente die Aktivitdt der Cytochrom-
Enzyme CYP2C19 und CYP3A4 beeinflussen, mussten diese mindestens zwei
Wochen vor Studienbeginn abgesetzt werden, wobei eine einmalige Applikation 48
Stunden vor Studienbeginn moglich war. Einen Uberblick tiber die Arzneistoffe mit
einem klinisch relevanten Interaktionspotential fir CYP2C19 und CYP3A4 gewahrt

Tabelle 2-3. Ebenso kann ein Gbermaliger Alkohol- oder Nikotinkonsum Einfluss auf
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die hepatische und renale Elimination haben, so dass Patienten mit einem
Alkoholkonsum von mehr als 40 g/d (= 2 Flaschen Bier) und einem Nikotinkonsum von
mehr als drei Zigaretten pro Tag ausgeschlossen wurden. Dartber hinaus konnten
keine Patienten in die Studie eingeschlossen werden, die innerhalb der
zuruckliegenden drei Monate vor Studienantritt an einer anderen Arzneimittelstudie
teilgenommen oder aber acht Wochen vor Studienbeginn Blut gespendet hatten. Eine
anamnestisch festgestellte bekannte Arzneimittelallergie gegen Protonenpumpen-
hemmer oder H,-Blocker sowie allgemeine klinische Befunde, die eine Teilnahme an
der Studie hatten beeintrachtigen konnen, fuhrten ebenso wie eine vorliegende

Schwangerschaft zum Ausschluss.

Tabelle 2-3: Arzneistoffe mit einem klinisch relevanten Interaktionspotential fir
CYP2C19/CYP3A4
Arzneistoffe mit einem klinisch relevanten Interakt ionspotential fur CYP2C19 und
CYP3A4

Alprazolam Clarithromycin Fluconazol Lidocain Paroxetin Sertralin
Amiodaron Clomipramin Fluoxetin Loratadin Phenytoin Simvastatin
Amitriptylin Cyclophosphamid Fluvastatin Lovastatin Pravastatin Tacrolimus
Amlodipin Cyclosporin Fluvoxamin Miconazol Prednison Tamoxifen
Atorvastatin Dexamethason Hexobarbital Midazolam Primidon Teniposid
Azitromycin Diazepam Imipramin Moclobemid Progesteron  Terfenadin
Buspiron Diltiazem Indinavir Nelfinavir Proguanil Testosteron
Carbamazepin  Erythromycin Indomethacin  Nifedipin Propranolol Ticlopidin
Chinidin Esomeprazol Itraconazol Nimodipin Rifampicin Triazolam
Cimetidin Felodipin Ketoconazol Nitrendipin Ritonavir Verapamil
Citalopram Fentanyl Lansoprazol Norethindron  Saquinavir Zolpidem

2.5.3 Ethische und gesetzliche Grundlagen

Die Untersuchungen waren Bestandteil der Studie IKP 102/2006: ,Stereoselektive
Pharmakokinetik und CYP2C19-Genotypisierung als Pradiktoren des Therapie-
erfolges einer Omeprazol-Therapie bei Patienten mit GERD - eine Pilotstudie®
(EUDRA-CT Nummer: 2006-002346-11). Diese wurde am Institut fir Klinische
Pharmakologie in Zusammenarbeit mit dem Institut fiur Humangenetik und der Klinik
fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Medizinischen Fakultat der

Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg durchgefihrt. Die Ethik-Kommission der
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Medizinischen Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitat gab ein positives Votum zur
Durchfuihrung der Studie.

Alle Patienten wurden vor Beginn der Untersuchung dber den Inhalt und Uber
maogliche Gefahren der Studie vollstéandig aufgeklart. Dies geschah entsprechend den
gesetzlichen Bestimmungen des AMG 88 40 und 41 sowie der Verordnung Uber die
Anwendung der Guten Klinischen Praxis bei der Durchfihrung von Klinischen
Prufungen mit Arzneimitteln zur Anwendung am Menschen (GCP-Verordnung) vom
09. August 2004. Die Empfehlungen der Deklaration von Helsinki, in der Fassung von
Tokio 2004, wurden beachtet.

Jeder Patient erhielt hierzu eine Patienteninformation und hatte sein Einverstandnis
zur Teilnahme an der Studie sowie die erfolgte verstandliche Aufklarung schriftlich zu
bestéatigen. Ein Ausscheiden aus der Studie war den Patienten ohne Angabe von
Grinden jederzeit maglich.

Zur Bestimmung der Enantiomerenstabilitdt wurden drei Patienten aus der Studie IKP
103/2008 ,Stereoselektive Pharmakokinetik und CYP2C19-Genotypisierung als
Pradiktoren des Therapieerfolges einer Esomeprazol-Therapie bei Patienten mit
GERD - eine Pilotstudie” (EUDRA-CT Nummer: 2008-001302-16) untersucht. Alle
methodischen Voraussetzungen und Vorgehensweisen waren in beiden Studien

absolut identisch.

2.5.4 Studienmedikation

Die Protonenpumpenhemmer Omeprazol von STADApharm und Esomeprazol
(Nexium® mups) von AstraZeneca wurden in den Dosierungen 20 und 40 mg Uber die
Zentralapotheke des Universitatsklinikums Magdeburg bezogen. Es handelt sich
hierbei um magensaftresistente Kapseln (Omeprazol) bzw. magensaftresistente
Tabletten (Esomeprazol), die in Abhangigkeit der Randomisierung entweder einmal
taglich 20 mg (Gruppe A, B1) oder zweimal taglich 40 mg (Gruppe B2) appliziert
wurden. Jeder Patient erhielt einen fur ihn individuell abgeteilten und beschrifteten

Dosierspender.

Chargen-Bezeichnung: Omeprazol STADA® 20mg - 9561 (01/2008), 3073 (07/2009)
Omeprazol STADA® 40mg - 1562 (03/2008), 6674 (10/2009)

Nexium® mups 20mg — IM 17271 B1 (11/2010)
Nexium® mups 40mg — IM 11521 A1 (11/2010)
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2.5.5 Versuchsdurchfiihrung und Studienablauf

Patienten, welche die Einschlusskriterien erfullten, wurden nach Unterzeichnung der
Einverstandniserklarung einer ambulanten Einschlussuntersuchung unterzogen. Diese
Untersuchung bestand aus einem Arztgesprach, der Vervollstandigung des
Anamnesebogens, einer eingehenden kérperlichen Untersuchung sowie der Messung
von Korpergrol3e, Gewicht, diastolischem und systolischem Blutdruck im Liegen, einer
Besprechung der Begleitmedikation sowie einer klinisch-chemischen Labor-
untersuchung. Im Rahmen dieser Laboruntersuchung wurde ein kleines Blutbild mit
Bestimmung von Hamoglobin, MCV, Thrombozyten- und Leukozytenzahl durchgefthrt
sowie die Elektrolyte, TSH, ALAT, ASAT, y-GT, AP, Quick-Wert, PTT, Albumin,
gesamtes Bilirubin, Harnstoff, Harnséure, Kreatinin und Glucose ermittelt. Ferner
erfolgte eine Blutentnahme zur Bestimmung des individuellen genetischen Status fir
die Ausbildung des Enzyms CYP2C19. Anhand dieser Genotypisierung wurden die
Patienten randomisiert einer Kontrollgruppe A oder einer der beiden Interventions-
gruppen Bl und B2 zugeordnet. Bis zum Vorliegen des Genstatus konnte eine
Initialbehandlung mit maximal zweimal taglich 40 mg Famotidin erfolgen. Am 1. Tag
der Omeprazol-Behandlung gelangten die Patienten ca. 7.30 Uhr nichtern in die
Ambulanz der Klinik fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg. Hier wurde der transnasale Zwei-Punkt-
Messkatheter (Osophagus, Magen) der 24-Stunden-pH-Metrie gelegt und die erste
Blutprobe der Single Dose-Pharmakokinetik entnommen. Die Applikation von
Omeprazol und weitere zehn Blutabnahmen erfolgten Uber 24 Stunden auf der
Probandenstation des Instituts fur Klinische Pharmakologie. Nach 24 Stunden wurde
der Messkatheter der 24-Stunden-pH-Metrie entfernt, die letzte Blutprobe entnommen
und Omeprazol fir den 2. Tag appliziert. Die weitere insgesamt 14-tdgige Omeprazol-
Einnahme fand durch den Patienten selbstandig zu Hause statt. Die Einnahme der
Kapseln erfolgte jeweils morgens nichtern, d.h. etwa 20 min vor dem Frihstick. In
der Behandlungsgruppe B2 musste zusatzlich eine Kapsel abends ca. 20 min vor dem
Abendessen eingenommen werden

Die Untersuchungsabfolge des 15. Tages war analog der des 1. Tages. Es wurde eine
Multiple Dose-Pharmakokinetik und eine 24-Stunden-pH-Metrie des Magens und des
Osophagus durchgefiihrt.

Zur Compliance-Kontrolle der hauslichen Einnahme der Studienmedikation hatten die

Patienten den Zeitpunkt der taglichen Einnahme in ein Patiententagebuch zu
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protokollieren. Ferner erfolgte eine Sichtkontrolle der Dosierspender am 15. Tag der

Behandlung.

2.5.6 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte durch das Institut fir Humangenetik des
Universitatsklinikums Magdeburg. Dabei wurden die Allele CYP2C19*2 und
CYP2C19*3 nach der Methode von DeMorais et al. [58] untersucht.

Die Mutation des CYP2C19*2-Allels besteht in einem einfachen Basenaustausch in
der codierenden Sequenz im Exon 5 des CYP2C19-Gens, der zu einem vorzeitigen
Stop-Codon und folglich zu einem Verlust der Schnittstelle fir das Restiktionsenzym
Sma 1 fuhrt. Die PCR-Strategie ist in Abbildung 2-2 dargestellt.

Zur Genotypisierung des CYP2C19*2-Allels wurde DNA aus einer EDTA-Blutprobe
des Patienten extrahiert und mit spezifischen Primern fir Teile von Intron 4 und
Exon 5 amplifiziert. Nachfolgend wurden die erhaltenen PCR-Produkte mit dem

Restriktionsenzym Sma 1 gespalten und auf einem Agarose-Gel analysiert.

Smal wtwt  w/mt  mt/mt
2C19 Wt Intron 4 Intron 5 EM M M
———— Eons }———- ot
_» - | ] - p
|120 |49| - "120bp
bp bp
Intron 5
2C19 mt Intron 4 o
F———— o ———=
> -+
169 bp
Abbildung 2 -2: PCR-Strategie zum Nachweis des CYP2C19*2-Allels und die zu

erwartenden DNA-Fragmente der verschiedenen Genotypen

Beim CYP2C19*2 Wildtyp-Gen (wt/wt) wird das 169 bp PCR-Produkt in die beiden
Fragmente 120 und 49 bp gespalten. Ist das Individuum hingegen homozygot fir
CYP2C19*2 (mt/mt) steht fur das Restriktionsenzym Sma 1 keine Schnittstelle zur
Verfligung, so dass das Fragment 169 bp nicht gespalten werden kann und als
alleinige Bande erscheint. Bei heterozygoten Personen (wt/mt) werden alle drei
Banden (49 bp, 120 bp und 169 bp) sichtbar.

Die Mutation des CYP2C19*3-Allels besteht ebenfalls in einem Basenaustausch
jedoch in der codierenden Sequenz im Exon 4 des CYP2C19-Gens, der durch ein
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frihzeitiges Stop-Codon zum Verlust der Schnittstelle fir das Restriktionsenzym
BamH 1 fahrt. In Abbildung 2-3 ist die dazugehdrige PCR-Strategie dargestellt.

Zur Genotypisierung des CYP2C19*3-Allels wurde DNA extrahiert und mit
spezifischen Primern flr Exon 4 amplifiziert. Nachfolgend wurden die erhaltenen PCR-
Produkte mit dem Restriktionsenzym BamH 1 gespalten und auf einem Agarose-Gel
analysiert. Beim CYP2C19*3 Wildtyp-Gen (wt/wt) spaltet das Restriktionsenzym
BamH 1 das 329 bp PCR-Produkt in die beiden Fragmente 233 und 96 bp. Ist das
Individuum indes homozygot fir CYP2C19*3 (mt/mt) steht fir das Restriktionsenzym
keine Schnittstelle zu Verfiigung, so dass das Fragment 329 bp als alleinige Bande
erscheint. Bei heterozygoten Personen (wt/mt) werden alle drei Banden (96 bp,
233 bp und 329 bp) sichtbar.

BamH 1 wtwt - wt/mt  mt/mt
2C19 wt Intron 3 Intron 4 EM IM PM

-=———1 Exon4 p——om———=
—_ - s = | - 329 bp
: 1 : ——— — - 233 bp

233 bp 96 bp
2C19 mt Intron 3 Intron 4

e Exon 4 3 — — - 96 bp
—> -
L ]
' 329 bp '

Abbildung 2-3: PCR-Strategie zum Nachweis des CYP2C19*3-Allels und die zu

erwartenden DNA-Fragmente der verschiedenen Genotypen

2.5.7 Pharmakokinetische Untersuchungen

Fur die Single und Multiple dose-Pharmakokinetik wurden an den Untersuchungs-
tagen Blutproben jeweils 10 min vor sowie 20 min, 40 min, 60 min,
90 min, 2 h, 3 h, 5 h, 8 h, 12 h und 24 h nach der Applikation von Omeprazol
entnommen. Die einzelnen Messwerte der Blutkonzentrationen von R- und S-
Omeprazol und seiner Metabolite wurden in pharmakokinetischen Parametern
zusammengefasst. Einer dieser Parameter, der besonders zur Charakterisierung der
Pharmakokinetik nach oraler Dosierung dient, ist die AUC (area under the curve =
Flache unter der Kurve). Sie ist das Integral der Konzentration tber die Zeit und dient

als Messgrolie fur das Ausmald der Bioverflugbarkeit.
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Weitere verwendete Parameter sind der maximale Plasmaspiegel (Cmax) und die
Halbwertszeit (t1,). Dabei ist die Halbwertszeit diejenige Zeitspanne, in der die
Konzentration eines Pharmakons um die Halfte gesunken ist.

Die AUC, Cphax und ti» wurden aus den Ergebnissen der Serumkonzentrations-
bestimmungen mit Hilfe einer Kompartiment-freien-Analyse mit dem Programm
Kinetica® (Version 4.4, Thermo Electron Corporation) bestimmt. Die AUCs wurden
dabei nach der Trapezregel mit Extrapolierung gegen unendlich bestimmit.

Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) wurden mit Excel 2000 (Microsoft

Corporation) errechnet.

2.5.8 Klinische Untersuchungen

Die Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) erfolgte ambulant in der Klinik fir
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg zur Untersuchung des Schweregrades der GERD. Die Patienten wurden
vor der Untersuchung tber den Ablauf und die Untersuchungstechnik mundlich und
mit Hilfe einer Patienteninformation ebenfalls schriftlich aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis.

Die OGD ist eine minimalinvasive Untersuchungsmethode, bei welcher ein etwa
110 cm langer und 0,9 cm dinner elastischer Schlauch durch die Mundhdéhle, in den

Osophagus, den Gaster bis zum Duodenum vorgeschoben wird.

Die 24-Stunden-pH-Metrie erfolgte ebenfalls in der Klinik fur Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg, wobei die
Patienten vor der Untersuchung muandlich und schriftich Gber den Ablauf der
Untersuchung aufgeklart wurden und schriftlich ihr Einverstandnis erklarten.

Bei der kombinierten Langzeit-pH-Metrie von Osophagus und Magen wurde, wie in
Abbildung 2-4 dargestellt, ein sehr dunner Plastikkatheter mit einem Auf3endurch-
messer von 1,5 mm durch ein Nasenloch in den Magen gelegt. Fur die Messung
wurde der Messkatheter so platziert, dass die zwei Antimonelektroden des Katheters
sich jeweils 5 cm oberhalb und 5 cm unterhalb des unteren Osophagusspinkters

befanden.
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Messkatheter

:'.'1 : \5 cm oberhalb

Abbildung 2-4: Platzierung des Messkatheters oberhalb und unterhalb des unteren
Osophagussphinkters bei der kombinierten pH-Metrie von Osophagus
und Magen (aus [103])

Nach seiner Positionierung wurde der Messkatheter mit einem Pflaster an der Nase
befestigt und verblieb fur 24 Stunden im Magen und Osophagus. Er war mit einem
tragbaren Aufzeichnungsgeréat verbunden, welches die Daten Uber den gesamten
Zeitraum speicherte. Nach erfolgter 24-stindiger Messung wurden die Daten auf
einen Computer Ubertragen und mittels Polygram Net® Software (Medronic,
Danemark) ausgewertet. Im Rahmen dieser Auswertung wurde auch der DeMeester-
Score berechnet, wobei ein Wert gro3er 14,72 als pathologisch angesehen wird [97].

Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) wurden mit Hilfe der Software Excel

2000 (Microsoft Corporation) errechnet.

2.5.9 Entnahme, Behandlung und Aufbewahrung der Blu  tproben

Die Blutproben wurden mit einer kleinlumigen Flugelkanile mit Schlauchverbindungs-
stiick des Vacutainersystems (Becton Dickinson, Heidelberg), Kaliber 21 Gauge (grun,
0,8 mm) bzw. mit einer Venenverweilkantle, Kaliber 21 Gauge, entnommen und in

Vacutainer-Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) aufgenommen.
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Die Aufnahme der Blutproben fur die pharmakokinetische Untersuchung erfolgte in
Vacutainer-Serumrohrchen. Nach der Koagulation wurden die Serumréhrchen bei
mindestens 2100 U/min funf Minuten lang zentrifugiert. Das Serum wurde gewonnen,
in Kryoréhrchen tberfuhrt und bei - 20 ° C bis zur weiteren Analyse gelagert.

Die Aufnahme der Blutprobe fir die CYP2C19-Genotypisierung erfolgte in EDTA-
Blutrohrchen, welche unmittelbar nativ zur DNA-Isolierung in das Institut for

Humangenetik des Universitatsklinikums Magdeburg befordert wurden.

2.5.10 Bestimmung des CYP2C19- und CYP3A4-Phanotyps

Der CYP2C19-Phanotyp und damit die CYP2C19-Aktivitat (Hydroxylations-Index)
kann mit Hilfe der Hydroxylierung von Omeprazol bestimmt werden. Dazu wird der
Quotient aus der Serumkonzentration von Omeprazol und 5-Hydroxyomeprazol drei

Stunden nach der Einnahme von Omeprazol mit Hilfe der Gleichung 2-4 gebildet.

Konzentration von Omeprazol nach 3h

CYP2C19-Aktivitat = Konzentration von 5-Hydroxyomeprazol nach 3h

Gleichung 2-4

Die Aktivitdt von dem Enzym CYP3A4 wird mit Hilfe des Quotienten aus der AUC von

Omeprazol und der AUC von Omeprazol-Sulfon nach Gleichung 2-5 bestimmt.

AUC von Omeprazol

CYP3A4-Aktivitat =
AUC von Omeprazol-Sulfon

Gleichung 2-5

Fur beide Enzyme qilt: je kleiner der Wert, desto grol3er die Aktivitat.

Die CYP2C19- und CYP3A4- Aktivitat wurde in dieser Arbeit nach Gleichung 2-4 und
2-5 berechnet. Aus den ermittelten Ergebnissen wurden dann, durch einen Vergleich
des gesamten Patientenkollektivs, der CYP2C19- und der CYP3A4-Phanotyp
abgeschéatzt. Dabei wurden Patienten mit CYP2C19-Aktivitatswerten gro3er als 1,2
am 1. Tag der Omeprazol-Behandlung als intermediare Metabolisierer beziglich
CYP2C19 betrachtet.
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2.5.11 Statistik und grafische Darstellung

Alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der Software SPSS Version 17.0
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) durchgefuhrt, wobei nach eingehender
statistischer Beratung nachfolgende statistische Tests erfolgten.

Zur Feststellung, ob die verschiedenen Parameter signifikant von der Normal-
verteilung abweichen, wurde fur alle Gruppen der auch fur kleine Stichproben
geeignete Kolmogorow-Smirnow-Test (KS-Test) durchgefihrt.

Der Vergleich der verschiedenen Parameter zwischen den Gruppen erfolgte mittels
Varianzanalyse (ANOVA) und einem Test auf Homogenitat der Varianzen.

Die mittleren pH-Werte des Magens wurden mittels t-Test verglichen.

Der Vergleich der mittleren AUCs zwischen den Gruppen wurde hingegen, wegen
fehlender Homogenitat der Varianzen, mittels Kruskal-Wallis-Test und Mediantest
durchgefiihrt. Bei einem vorhandenen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen erfolgte der Mann-Whitney-U-Test zwischen jeweils zwei Stichproben.

Zur Feststellung signifikanter Unterschiede zwischen Alter und BMI der Gruppen
wurde ebenso der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen.

Die Analysen erfolgten ausnahmslos nach dem intention-to-treat Prinzip.

Alle in dieser Arbeit enthaltenen Grafen wurden mit SigmaPlot Version 8.02 (Systat
Software GmbH, Erkrath, Deutschland) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung einer enantioselektiven Methode flr die simultane
Bestimmung von Omeprazol und seiner Hauptmetabolite

3.1.1 Einstellungen des Massenspektrometers

Am Anfang der Entwicklung einer HPLC-Tandem-Massenspektrometrie-Methode (LC-
MS/MS) steht die Einstellung des Massenspektrometers. Zu Beginn musste getestet
werden, ob sich die Analyten ionisieren lassen und analytisch verwertbare Fragmente
produzieren. Um die Molekilionen zu detektieren, wurden die jeweiligen Stamm-
l6sungen mit Hilfe einer Spritzenpumpe und einer Flussrate von 5 pl/min zwischen
HPLC-Gerat und Massenspektrometer injiziert. Fir Molekile mit basischen Zentren
eignet sich die hier gewdhlte lonisation im positiven lonenmodus. Dabei werden
Protonen auf die Analytmolekule Gbertragen und ergeben protonierte Molekulionen.

3.1.1.1 Omeprazol, D 3-Omeprazol

Im MS-Spektrum von Omeprazol konnte das einfach-protonierte Molekiilion [M+H]"
einwandfrei bei einem Masse-Ladungsverhaltnis (m/z) von 346 detektiert werden.

Bei Betrachtung des Massenspektrums von Omeprazol (Abbildung 3-1, A) fallen
kleine Peaks bei den nachsththeren Massenzahlen m/z 347 und 348 auf. Diese
Signale spiegeln das Isotopenmuster von **C/ *3C-Atomen (relative Haufigkeit 1,1 %)
wider (m/z 347: 1 x C; m/z 348: 2 x '3C) und stimmen mit den der
Auftrittswahrscheinlichkeit entsprechenden Intensitaten tberein. Bei 17 C-Atomen, wie
bei Omeprazol, ergibt sich eine Auftrittswahrscheinlichkeit von einem C-13 Atom im
Molekil zu 17*1,1 %.

Das protonierte Molekulion der Masse m/z 346 wurde durch Stof3 mit inerten Argon-
Atomen fragmentiert, wobei sich ein analytisch verwertbares Fragment mit m/z 198
bildete (Abbildung 3-1, B). Dies bedeutet einen Massenverlust von 148 und gibt einen

Hinweis auf die Abspaltung des 5-Methoxybenzimidazol-Rings.
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Mit Hilfe des automatischen Optimierungstools der Xcalibur Software wurden die

Parameter des Massenspektrometers hinsichtlich der Empfindlichkeit weiter optimiert.

Nachfolgend wurde

der interne Standard D3-Omeprazol analysiert.
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Im positiven lonenmodus konnte das protonierte Molekilion [M+H]" einwandfrei bei

m/z 349 detektiert werden (Abbildung 3-2, A). Bei der anschlieRenden Fragmentierung

bildete sich ein analytisch verwertbares Fragment mit einem Masse-Ladungsverhaltnis

von 198 (Abbildung 3-2, B). Dies entsprach einem Masseverlust von m/z 151 und

deutet auf die Abspaltung des dreifach deuterierten 5-Methoxybenzimidazol-Rings hin.
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3.1.1.2 5-Hydroxyomeprazol, D3-5-Hydroxyomeprazol

Analog zu Omeprazol wurde 5-Hydroxyomeprazol und dessen interner Standard
D3;-5-Hydroxyomeprazol untersucht. Im positiven lonenmodus konnte das protonierte
Molekilion [M+H]" bei m/z 362 detektiert werden (Abbildung 3-3, A). Bei der
anschlielBenden Fragmentierung bildete sich ein analytisch verwertbares Fragment mit
einem Masse-Ladungsverhaltnis von 214 (Abbildung 3-3, B), welches ebenfalls einem

Massenverlust von 148 entsprach.
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Die Analyse des internen Standards Ds-5-Hydroxyomeprazol ergab ein protoniertes
Molekulion [M+H]" bei m/z 365 (Abbildung 3-4, A) sowie ein analytisch verwertbares
Fragment mit einem Masse-Ladungsverhéltnis von 217 (Abbildung 3-4, B). Dieses
Fragment entstand durch einen Massenverlust von m/z 148 und bildete sich

vermutlich durch die Abspaltung des 5-Methoxybenzimidazol-Rings.
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B: MS/MS-Fragmentspektrum von D3-5-Hydroxyomeprazol
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3.1.1.3 Omeprazol-Sulfon

Angesichts der identischen Summenformeln von Omeprazol-Sulfon und Hydroxy-

omeprazol wurden identische Massenspektren erwartet. Tatsachlich wurde fir

Omeprazol-Sulfon das protonierte Molekiilion [M+H]" bei m/z 362 detektiert. Die

anschlieende Fragmentierung ergab ein analytisch verwertbares Fragment mit einem

Masse-Ladungsverhéltnis von 298 (Abbildung 3-5). Dies entsprach einem

Massenverlust von m/z 64 und liel3 auf die Abspaltung von Schwefeldioxid schliel3en.
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Abbildung 3-5: MS/MS-Fragmentspektrum von Omeprazol-Sulfon

Wie in der Abbildung 3-5 ersichtlich, blieb trotz Fragmentierung ein betrachtlicher
Anteil der urspringlichen Substanz erhalten, welches auf eine hthere Stabilitat des
Schwefelzentrums hinweist, begrindet durch seine hthere Oxidationsstufe in diesem
Molekul. Hohere Fragmentierungsenergien, die das protonierte Molekulion effektiv
fragmentierten, fihrten zu einer Vielzahl von Fragmenten mit sehr kleiner Massenzahl.
Die Fragmentierungsenergie wurde so optimiert, dass eine moglichst hohe Intensitat
des Fragmentions m/z 298 entstand.

Anhand der ermittelten Masse-Ladungsverhaltnissen der protonierten Molektlionen
[M+H]" und der analytisch verwertbaren Fragmente konnten nun die Einstellungen fiir

das Massenspektrometer erfolgen.
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Es wurden finf zu beobachtende Massenspuren eingestellt. Fir Omeprazol wurde
(m/z 346 —198) beobachtet, fir dessen deuterierten internen Standard D3-Omeprazol
(m/z 349 —198), fur 5-Hydroxyomeprazol (m/z 362 —214), fur Omeprazol-Sulfon
(m/z 362 —298) und die funfte Massenspur beobachtete den deuterierten internen
Standard Ds-5-Hydroxyomeprazol (m/z 365 —217).

Mittels automatischem Optimierungstool der Xcalibur Software konnten die
optimierten Kollisionsenergien ermittelt werden. Mit Ausnahme von Omeprazol-Sulfon

(18 eV) betrug diese fur alle Substanzen 14 eV.

3.1.2 Probenaufbereitung - Extraktion von Omeprazol und seiner
Hauptmetabolite
Um die Analyten der chiralen HPLC-Trennung zufilhren zu kénnen, missen sie aus
den Serumproben extrahiert werden. Gleichzeitig ist es gunstig, wenn innerhalb
dieses Extraktionsschrittes Stdrsubstanzen abgetrennt und die Konzentration an
Analytmolekilen angereichert werden kénnen.
Es ist bekannt, dass Omeprazol im sauren pH-Bereich instabil wird und hydrolysiert.
Folglich war es fir eine prazise Quantifizierung wichtig, den sauren pH-Bereich
wéahrend des gesamten Probenverarbeitungsprozesses zu meiden. Dies wurde
entweder durch einen geringen Zusatz der organischen Base Triethylamin (TEA) oder
durch die Pufferung mit Ammoniumacetat auf einen pH-Wert von 8,5 erreicht.
Zur Extraktion von Omeprazol nebst seiner Metabolite aus humanem Serum wurde
die Festphasenextraktion (englisch: solid phase extraction, SPE) gewahlt und die
Water Oasis® HLB Extraktionskartuschen ausgesucht. Das HLB (Hydrophilic-
Lipophilic-Balanced) Fullmaterial ist ein pH-stabiles Copolymer, welches hohe
reproduzierbare Wiederfindungsraten flr saure, basische und neutrale Substanzen
bietet, die weniger polar sind.
Die Extraktion wurde weitestgehend gemald Herstellerangaben auf einer
Vakuumstation fir Extraktionskartuschen durchgefuhrt. Die Konditionierung erfolgte
eingangs mit 1 ml Methanol gefolgt von 1 ml Wasser. AnschlieRend wurden die
Kartuschen mit den gepufferten Proben, welche zudem mit dem internen Standard
(Ds-Omeprazol, Ds-5-Hydroxyomeprazol) versehen wurden, beladen. Der erste
Waschschritt wurde mit 1 ml Ammoniumactetpuffer durchgefuhrt, um Stérsubstanzen
wie Proteine und Salze von der SPE-Kartusche zu entfernen. Der zweite Waschschritt
sollte mit einem Anteil an organischem Lésemittel, hier Methanol, erfolgen, um weitere
polare Storsubstanzen zu eluieren. Hierbei ist ein Kompromiss zwischen einer
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maoglichst effektiven Entfernung von Stdrsubstanzen und der Vermeidung von einer
vorzeitigen Elution der Zielanalyten zu finden. Um die optimale Zusammensetzung der
zweiten Waschlosung zu ermitteln und somit den Extraktionsprozess zu optimieren,
wurde ein Elutionsprofil, wie in Abbildung 3-6 dargestellt, aufgenommen. Hierzu
wurden reine Losungen der Analyten, welche einer 100 %igen Extraktionsausbeute
entsprachen, mit den tatsachlichen Extrakten nach den verschiedenen Waschgéngen
verglichen.

Fur den Extraktionsprozess war noch keine Enantioselektivitat erforderlich, so dass
die Extraktionsprodukte mit Hilfe eines achiralen HPLC-Systems mit UV-Detektion bei

302 nm nach der Methode von Shimizu et al. [40] analysiert werden konnten.
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Abbildung 3-6: Oasis®HLB Kartuschen: Wiederfindungsraten von Omeprazol (=&=)

5-Hydroxyomeprazol ( =—#=) und Omeprazol-Sulfon (=== ) mit
variierendem Anteil an Methanol im Waschgang

Anhand der Grafik 3-6 wird ersichtlich, dass es bis zu einem Anteil von 40 % Methanol
in der Waschloésung zu keiner vorzeitigen Elution und somit zu keinem Verlust der
Analyten kam. Bei 50 % Methanolanteil wurden erste Verluste von
5-Hydroxyomeprazol deutlich, wobei bei 60 % und mehr Methanol im Waschschritt
alle Analyten zu einem bestimmten Grad vorzeitig eluierten. Ein Gemisch aus 30 %
Methanol und 70 % Ammoniumacetatpuffer lieferte ausreichend reine Extrakte ohne
die Gefahr eines Analytenverlustes. Folglich wurde dieses Gemisch fir den zweiten
Waschschritt gewahlt. Unter den gewahlten Bedingungen war die Extraktionsausbeute
anndhernd quantitativ.
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3.1.3 Entwicklung einer enantioselektiven chromatog raphischen
Trennmethode

3.1.3.1 Methodenentwicklung auf Supelco Chirobiotic R150 x 2,2 mm, 5 um

Die Saule Supelco Chirobiotic R150 x 2,1 mm mit einer Teilchengrof3e von 5 um
wurde ausgesucht, weil diese im Umkehrphasen (RP)-Modus trennt, welches die
bevorzugte Methode in der Massenspektrometrie darstellt.

Um eine Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol bei mdglichst einfachen
Bedingungen zu erreichen, wurde im ersten Schritt die isokratische Elution untersucht.
Dabei wurden verschiedene Zusammensetzungen des Laufmittels erprobt. Die
Detektion erfolgte in allen Vorversuchen mit Hilfe der UV-Detektion bei 303 nm.

Bei einer Laufmittelzusammensetzung von 50 % Methanol und 50 % TEA-Essigsaure-
Puffer (pH 6) zeigte sich keine Enantiomerentrennung (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: HPLC-Chromatogramm (UV, isokratisch), keine Enantiomerentrennung von
R/S-Omeprazol, Laufmittel 50 % Methanol/ 50 % TEA —Essigséaure-Puffer

Bei einer Reduktion von Methanol auf 35 % im Laufmittel konnte ansatzweise eine

Enantiomerentrennung beobachtet werden (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8: HPLC-Chromatogr. (UV, isokrat.), ansatzweise Enantiomerentrennung von
R/S-Omeprazol, Laufmittel 35 % Methanol/ 65 % TEA —Essigsaure-Puffer

Der Anteil an Methanol im Laufmittel wurde weiter gesenkt. Die mobile Phase setzte
sich nun aus 25 % Methanol und 75 % TEA-Essigsaure-Puffer (pH 6) zusammen. Der

56



Ergebnisse

Ansatz einer Enantiomerentrennung wurde deutlicher, jedoch war dies mit extrem

langen Retentionszeiten verbunden (Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: HPLC-Chromatogr. (UV, isokrat.), ansatzweise Enantiomerentrennung von
R/S-Omeprazol, Laufmittel 25 % Methanol/ 75 % TEA —Essigséaure-Puffer

Schnell wurde deutlich, dass akzeptable Retentionszeiten nur mit einer
Gradiententrennung erreichbar waren.

Als erstes wurde ein Gradientengemisch von anfanglich 15 % Methanol und 85 %
TEA-Essigsaure-Puffer gewahlt, welches innerhalb von 20 min auf einen Methanol-
gehalt von 45 % eingestellt wurde (Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-10: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
Gradient 15 % MeOH/ 85 % TEA-Essigsr-Puffer, in 20 min auf 45 % MeOH

Um die Trennung weiter zu optimieren wurde der anfangliche Methanolgehalt weiter
auf 10 % reduziert (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3 -11: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
Gradient 10 % MeOH/ 90 % TEA-Essigsr.-Puffer, in 20 min auf 45 % MeOH
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Aus den Versuchen wurde deutlich, dass das Gradientenprogramm mit wenig
organischem Modifier gestartet werden muss, um eine effektive Trennung der
Omeprazol-Enantiomere zu erreichen.

Das Gradientenprogramm wurde weiter verfeinert (Abbildung 3-12), so dass innerhalb
von 25 min ausgehend von 10 % ein Methanolgehalt von 32,5 % erreicht wurde.
Nachfolgend konnte diese Methode dann fur Omeprazol zusammen mit seinen
Hauptmetaboliten getestet werden (Abbildung 3-13).
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Abbildung 3-12: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
Gradient 10 % MeOH/ 90 % TEA-Essigsr.-Puffer, 25 min auf 32,5 % MeOH
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Abbildung 3-13: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von Omeprazol und
seiner Metabolite, Gradient 10 % MeOH/ 90 % TEA—-Essigsaure-Puffer, in
25 min auf 32,5 % MeOH

Die Trennung von R- und S-Omeprazol sowie seiner Hauptmetabolite
(R-5-Hydroxyomeprazol, S-5-Hydroxyomeprazol und Omeprazol-Sulfon) war unter
den gegebenen Bedingungen erfolgreich. Folglich konnte nun die Analyse mit Hilfe
des Massenspektrometers erfolgen. Die Einstellungen des Massenspektrometers
entsprachen den unter 3.1.1 beschriebenen, wobei eine APCI-lonenquelle zum
Einsatz kam, da dies die tbliche lonenquelle fur die Umkehrphasen-Chromatographie
darstellt. Sowohl die Enantiomerentrennung als auch die Trennung zwischen
Omeprazol und seiner Metabolite war, wie in Abbildung 3-14 dargestellt, erfolgreich.
Es resultierten Peaks mit akzeptablen Retentionszeiten und ausreichender Symmetrie

und Trennung der Enantiomere.
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Ergebnisse

Entscheidend fur die spatere Analyse der Patientenproben war es, herauszufinden, in
welcher Reihenfolge die Enantiomere eluieren. Dementsprechend wurde reines
S-Omeprazol massenspektrometrisch analysiert (Abbildung 3-15).

Es zeigte sich, dass S-Omeprazol im Chromatogramm nach dem R-Omeprazol
erscheint. Dies liel3 auf eine eher ungunstige Elutionsreihenfolge von S- und R-
Hydroxyomeprazol schlieBen. Der erwartungsgemal kleinere Peak wirde nach dem
groReren Peak eluieren. Unter den Bedingungen einer nur schwer zu erreichenden
vollstdndigen Basislinientrennung der Enantiomere, ware eine saubere Integration nur
schwer mdglich und Probleme bei der Quantifizierung die Folge.

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde auf eine HPLC-S&ule mit anderer Trenn-

charakteristik zurtickgegriffen.

3.1.3.2 Methodenentwicklung auf ReproSil Chiral-CA 250 x 2 mm, 5 um

Die ReproSil Chiral-CA (CA steht fur Carboxylsaure) 250 x 2 mm mit einer
Partikelgro3e von 5 um trennt nach Herstellerangaben Omeprazol-Enantiomere im
Normalphasen-Modus. Dabei ist zu erwarten, dass die R- und S-Enantiomere in
umgekehrter Reihenfolge als in der in Abschnitt 3.1.3.1 beschriebenen
Umkehrphasen-Trennung eluieren. Das Saulenprospekt gibt zudem Hinweise auf ein
erfolgsversprechendes Laufmittel. Es wird ein Gemisch aus Isopropanol und Hexan
empfohlen. Ferner wird gegen Peak-Tailing ein Zusatz von Triethylamin (TEA) und/
oder Essigsaure zum Laufmittel angereqgt.

Die ersten Versuche mit Hilfe dieser Saule R- und S-Omeprazol zu trennen, erfolgten
Isokratisch mittels UV-Detektion bei 303 nm. Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus

10 % Isopropanol mit 4 % Essigsaure und 90 % Hexan gewabhit.
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Abbildung 3-16: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
mobile Phase: Isopropanol-4 % Essigsaure/ Hexan (10/ 90)
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Wie in Abbildung 3-16 dargestellt, erfolgte unter diesen Bedingungen eine deutliche
Trennung, jedoch zeigten die Peaks ein sehr starkes Tailing.

Um dieses Tailing zu vermindern, wurde zur mobilen Phase neben Essigséaure auch
ein geringer Prozentanteil TEA gegeben, um die aktiven Silanol-Zentren der
stationédren Phase abzudecken. Wie in Abbildung 3-17 ersichtlich, konnte mit diesem
veranderten Laufmittel eine verntinftige Enantiomerentrennung erreicht und ferner das

Tailing verbessert werden.
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Abbildung 3-17: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
mobile Phase: Isopropanol-1,5 % Essigsaure-0,5 %TEA/ Hexan (10/ 90)

Das Laufmittel wurde weiter verandert, jedoch konnte selbst mit weniger Isopropanol
(Abbildung 3-18) oder anderen Alkoholen, wie z. B. Ethanol (Abbildung 3-19) oder
Methanol, keine bessere Trennung erreicht werden. Mit geringerem Isopropanol-Anteil
im Laufmittel wurden die Retentionszeiten sehr lang, aber ohne eine bessere
Trennung zu erzielen.
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Abbildung 3 -18: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
mobile Phase: Isopropanol-1,5 % Essigsaure-0,5 % TEA/Hexan (5/ 95)
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Abbildung 3-19: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
mobile Phase: Ethanol-0,5 % Essigsaure/ Hexan (20/ 80)

Methanol sowie Ethanol fiihrten zu kurzen Retentionszeiten aber zu einer schlechten
Enantiomerenauflosung, selbst bei sehr geringen Konzentrationen im Laufmittel.
Anhand dieser Versuche wurde deutlich, dass Isopropanol den anderen Alkoholen
deutlich Gberlegen war. Allerdings musste der Tailing-Effekt weiter verbessert werden.
Hierzu wurde anstelle von Triethylamin (TEA) das Amin 1-Methylpiperidin auf seine
Eignung hin untersucht (Abbildung 3-20).
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Abbildung 3-20: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
mobile Phase: Isopropanol-1,5 % Essigsaure-0,5 % 1-Methylpiperidin/
Hexan (10/ 90)

Das Tailing konnte jedoch auch mit 1-Methylpiperidin nicht verbessert werden und

zeigte sich ahnlich ausgepragt wie bei TEA.

Im néachsten Schritt wurde anstatt des Triethylamins (TEA) Diethylamin (DEA)

untersucht (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: HPLC-Chromatogramm (UV), Enantiomerentrennung von R/S-Omeprazol,
mobile Phase: Isopropanol-1,5 % Essigsaure-0,5 % DEA/ Hexan (10/ 90)

Mit Hilfe dieser kleinen Veranderung eluierten die Enantiomeren Basislinien-getrennt
und ergaben Peaks anndhernd ohne Tailing. Um die Symmetrie der Peaks weiter zu
verbessern, wurde die Konzentration an DEA auf 0,95 % erhoht. Gleichzeitig musste
auch die Konzentration des sauren Modifiers erhdht werden, um in den fir die Saule
zulassigen pH-Bereich zu bleiben.

Die Wahl und Konzentration des sauren Modifiers hatte generell einen sehr geringen
Effekt auf die Peakform und die Auflésung, so dass die Wahl auf Essigsaure, wie vom
Saulen-Hersteller empfohlen, fiel. Die Konzentration derselbigen wurde so gewabhilt,
dass ein pH-Wert von circa vier erreicht wurde, welches genau der Mitte des fur die
stationére Phase zuldssigen pH-Bereiches entsprach.

Die Peaksymmetrie konnte mit der Konzentrationsernbhung des basischen Modifiers
weiter verbessert werden, so dass diese Methode nachfolgend auch fur die Metabolite
getestet werden konnte.

Schon bei der chromatographischen Trennung unter isokratischen Bedingungen,
allerdings ohne Metabolite (Abbildung 3-21), waren relativ lange Retentionszeiten
auffallig. Dieses Problem wurde durch die gleichzeitige Bestimmung von Omeprazol
und seiner Metabolite weiter verstarkt, so dass keine angemessenen Retentionszeiten
mittels isokratischer Trennung erreicht werden konnten. Ein flacher Gradient wurde
entwickelt, um dieses Problem zu Iosen.

Nachfolgend konnte Omeprazol zusammen mit seinen Hauptmetaboliten
massenspektrometrisch analysiert werden. Dieses erfolgte mit Hilfe eines Triple-
Quadrupol-Massenspektrometers mit einer lonisation unter Atmospharendruck,
welche mit Photonen erreicht wurde (APPI). Wie in Abbildung 3-22 erkennbar,
resultierten mit dieser Gradiententrennung im Massenspektrometer symmetrische,

spitze und Basislinien-getrennte Peaks mit angemessener Retentionszeit.
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Gradient: Isopropanol-3,8 % Essigsaure-0,95 % DEA/ Hexan (10/ 90) zu Beginn
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Im nachsten Schritt sollte die Reihenfolge der Enantiomeren im Chromatogramm
ermittelt werden. Dazu wurde S-Omeprazol allein analysiert.

Es zeigte sich (Abbildung 3-23), dass das S-Enantiomer, wie erwartet, zuerst eluierte.
Dies lie3 auf gunstige Bedingungen fir die Trennung und Quantifizierung der
Hydroxymetabolite in den spateren Patientenproben schlieRen. Der zu erwartende
kleinere Peak von S-5-Hydroxyomeprazol wirde im Chromatogramm vor dem

grofReren erscheinen und somit gut quantifizierbar sein.

Alle Vorversuche inklusive der Umkehrphasen-Methode wurden bei einer
anndhernden Temperatur von 35 °C durchgefuhrt. Zur Optimierung der Normal-
phasen-Analyse wurden des Weiteren niedrigere Saulentemperaturen untersucht,
welche erfahrungsgemald bessere Enantiomerentrennungen auf chiralen stationaren
Phasen ergeben. Die beste Enantiomerentrennung ergab sich bei einer Temperatur
von 20 °C. Bei einer weiteren Temperaturabsenkung wurde die Trennleistung
aufgrund der steigenden Viskositat der mobilen Phase wieder schlechter.

3.1.4 Methodenvalidierung

3.1.4.1 Selektivitat

Die Chromatogramme der drei verschiedenen Leerplasmaproben zeigten keine
Signale von endogenen Substanzen, so dass die Quantifizierung der Analyte nicht

gestort wurde.

3.1.4.2 Ubersprechen in andere Massenspuren

Fur eine ungestorte Quantifizierung ist es wichtig, dass die deuterierten internen
Standards keine bzw. nur vernachlassigbare Signalintensitaten auf den
Massenspuren der einfach-protonierten Molekiilionen [M + H]" zeigen. Hierfiir wurden
die internen Standards, D3-Omeprazol und Ds-5-Hydroxyomeprazol, massenspektro-
metrisch identifiziert (Abbildung 3-24) und gleichzeitig die Massenspuren der einfach-
protonierten Molekiilionen [M + H]" beobachtet.

Ferner wurde analysiert, inwieweit das Massenspektrometer alle anderen Substanzen
voneinander unterscheiden kann. Dazu wurden Omeprazol (Abbildung 3-25)
5-Hydroxyomeprazol (Abbildung 3-26) und Omeprazol-Sulfon (Abbildung 3-27)

einzeln identifiziert.
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Abbildung 3 -24:

HPLC-Chromatogramm (MS, APPI) von Ds-Omeprazol (10 pg/ml) und Ds-5-Hydroxyomeprazol (5 pg/ml)
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Ergebnisse

Aus Abbildung 3-25 wird ersichtlich, dass Omeprazol minimal auf die Massenspur
seines deuterierten Standards Uberspricht sowie eine weitere Zehnerpotenz geringer
auf die Massenspur von Omeprazol-Sulfon. Ferner prasentiert sich in Abbildung 3-27
ein leichtes Ubersprechen von Omeprazol-Sulfon in die Massenspur des Omeprazols.
Omeprazol und Omeprazol-Sulfon zeigen demnach ein vernachlassigbar kleines
Ubersprechen in andere Massenspuren.

Ein klares Ubersprechen in beide Richtungen ist hingegen zwischen
5-Hydroxyomeprazol und seinem deuterierten Standard erkennbar. Aus Abbildung 3-
26 wird deutlich, dass sich knapp 1 % des 5-Hydroxyomeprazols auf der Massenspur
seines deuterierten Standards wiederfinden lassen. Des Weiteren ergab die Analyse
des internen Standards (Abbildung 3-24) ebenfalls ein deutliches ca. 1 %-iges
Ubersprechen auf die Spur des einfach-protonierten Molekiilions [M + H]*. Diese
Ergebnisse spiegeln sich in den Kalibrierfunktionen der 5-Hydroxyomeprazol-
Enantiomere (Abschnitt 3.1.4.4) wider.

3.1.4.3 Matrixeffekte

Die Untersuchung der Matrixeffekte von Plasmaproben wurde entsprechend
Abschnitt 2.4.5.2 durchgefihrt. Bei der Injektion von Hexan zeigten sich, wie erwartet,
keine Matrixeffekte, da keine Stdrsubstanzen enthalten waren (Abbildung 3-28).
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Abbildung 3-28: HPLC-Chromatogramm (MS, APPI) zur Untersuchung eines Matrixeffektes
von reinem Hexan, 1S-Stammlosung (1:10 verdunnt) wurde Uber ein
T-Stlick nach der Saule zudosiert (Flussrate: 5 pl/min)
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Wie durch die konstante Infusion der Substanzen in den Eluatstrom zu erwarten war,

bleiben die Massenspuren der internen Standards bei gleichbleibender Intensitéat.

Mogliche Matrixeffekte von realen Proben wurden durch drei verschiedene, ohne
internen Standard extrahierte, Leerplasma-Proben untersucht.

Wie in Abbildung 3-29 dargestellt, konnten keine Matrixeffekte, mit Ausnahme eines
kleinen Einbruchs bei einer Retentionszeit von circa funf Minuten, beobachtet werden.
Demnach konnten unter den beschriebenen Bedingungen relative Matrixeffekte

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3 -29: HPLC-Chromatogramm (MS, APPI) zur Untersuchung eines Matrixeffektes
von Leerplasma, IS-Stammldsung (1:10 verdiinnt) wurde Uber ein T-Stuick
nach der Saule zudosiert (Flussrate: 5ul/min)

3.1.4.4 Linearitat und Nachweisgrenze

Zur Methodenvalidierung wurden, wie unter Abschnitt 2.3.2 beschrieben,
Kalibrierstandards aus humanem Leer-Plasma hergestellt und Kalibrierfunktionen

erstellt.
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Abbildung 3-30: typische Kalibriergeraden fur R-Omeprazol, S-Omeprazol,

R-5-OH-Omeprazol, S-5-OH-Omeprazol und Omeprazol-Sulfon

Wie in Abbildung 3-30 dargestellt, konnte fir alle Analyten bei einer 1/x-Wichtung der
Datenpunkte ein linearer Verlauf der Kalibriergeraden Uber den gesamten

Konzentrationsbereich beobachtet werden.

Die Kalibriergeraden von R- und S-Omeprazol sowie von Omeprazol-Sulfon verlaufen
durch den Nullpunkt, wohingegen die Kalibriergeraden von R- und S-5-Hydroxy-
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omeprazol einen Achsenabschnitt aufweisen. Dies ist bedingt durch das in Abschnitt
3.1.4.2 beschriebene Ubersprechen zwischen 5-Hydroxyomeprazol und seinem
deuterierten Standard.

Die Bestimmungsgrenze wurde als das unterste Ende des Kalibrierbereiches definiert.
Die Nachweisgrenzen dieser Methode lagen fir R- und S-Omeprazol sowie flr
Omeprazol-Sulfon bei 0,2 ng/ml und fir R- und S-5-Hydroxyomeprazol bei 1 ng/ml.
Die hoheren Nachweisgrenzen fir R- und S-5-Hydroxyomeprazol resultierten aus
geringen Verunreinigungen des internen Standards Ds-5-Hydroxyomeprazol mit
unmarkiertem 5-Hydroxyomeprazol. Als Folge treten kleine Peaks im Leerwert-
Chromatogramm auf, die das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis verschlechtern.

3.1.4.5 Prazision und Richtigkeit

Tabelle 3-1:  Validierte Prézision und Richtigkeit aller Analyten von jeweils zehn Kontroll-
proben in drei verschiedenen Konzentrationen (Préazision in Serie) sowie von
drei unterschiedlichen Konzentrationen an funf verschiedenen Tagen
(Wiederholprazision)

Prazision in Serie Wiederholprazision

Konzentration n Mittelwert Richtigkeit Prézision n Mittelwert Richtigkeit Préazision

Substanz [ng/ml] [ng/ml] [%6] [%6] [ng/ml] [%6] [%6]
R-OME 5] 10 4,79 2,17 -4,22| 5 4,80 2,92 -3,98
50| 10 49,61 2,10 -0,79| 5 50,62 2,52 1,24
750 | 10 736,43 1,60 -1,81| 5 720,02 1,66 -4,00
S-OME 5| 10 5,06 1,47 1,17| 5 5,05 2,99 0,92
50| 10 50,69 1,23 137| 5 51,38 191 2,76
750| 10 751,60 1,41 0,08| 5 729,61 2,07 -2,72
Fgl(\)/l';- 25| 10 2,44 2,72 -257| 5 2,49 7,00 -0,20
25| 10 24,84 1,19 -0,65| 5 25,51 2,07 2,05
375| 10 362,99 1,52 -3,20| 5 357,27 2,07 -4,73
%ﬁg- 25| 10 2,49 4,21 0,54 5 2,58 6,46 3,28
25| 10 24,97 1,00 -0,13| 5 25,71 2,13 2,83
375| 10 362,48 1,33 -3,34| 5 359,29 1,15 -4,19
OMES 5] 10 5,12 4,18 2,36| 5 5,45 5,09 9,00
50| 10 53,69 7,77 7,38| 5 53,15 8,90 6,30
750 10 811,78 5,79 8,24 5 769,54 4,32 2,60
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Die Verwendung von isotopenmarkiertem R/S-Omeprazol und R/S-5-
Hydroxyomeprazol als internen Standard fuhrte zu einer sehr zuverldssigen und
prazisen Quantifizierung. Fur alle Analyten erfolgte die Validierung der Prazision und
Richtigkeit durch Aufarbeitung und Messung von jeweils zehn Qualitatskontrollproben
in drei Uber den Konzentrationsbereich verteilten Konzentrationen (Prézision in Serie).
Ferner wurden Kontrollproben in drei unterschiedlichen Konzentrationen an flnf
verschiedenen Tagen analysiert (Wiederholpréazision).

Die Daten der Variabilitdten eines Tages und der verschiedenen Tage sind in Tabelle
3-1 aufgezeigt.

Die Prazision und Richtigkeit lagen fur R- und S-Omeprazol unter 5 % und fir die
5-Hydroxyomeprazol-Enantiomere bei kleiner 7 %. Fir Omeprazol-Sulfon wurden
Werte von kleiner 8 % (Prazision in Serie) bzw. kleiner 9 % (Wiederholprazision)
erreicht, wobei hier als interner Standard D3-S-Omeprazol angewandt wurde, da beide
Substanzen annéhernd identische Retentionszeiten besitzen.

3.1.4.6 Wiederfindung

Die Wiederfindung von Omeprazol, 5-Hydroxyomeprazol und Omeprazol-Sulfon
wurde fur jeweils zwei Konzentrationen mittels UV-Detektion ermittelt. Sie betrug fur
1000 ng/ml Omeprazol 89,0 % (= 1,2) bzw. 94,7 % (x 5,2) fur 50 ng/ml. Fur
Konzentrationen von jeweils 500 ng/ml 5-Hydroxyomeprazol sowie Omeprazol-Sulfon
ergaben sich Wiederfindungsraten von 88,9 % (+ 1,0) bzw. 86,2 % (x 4,0), fur
25 ng/ml hingegen Werte von 95,5 % (+ 4,6) und 95,7 % (x 1,2).

3.1.4.7 Stabilitat

Leerserumproben, angereichert mit 200 ng/ml reinem S-Omeprazol, wurden
hinsichtlich  lhrer Enantiomeren-Stabilitdit wahrend des Extraktionsprozesses
untersucht. Es wurde keine chirale Inversion von S-Omeprazol zu R-Omeprazol
beobachtet. Zudem zeigten sich weder Stabilitdtsprobleme innerhalb des
Analysenzeitraumes fur mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur noch bei

eingefrorenen Proben bei —20 °C uber funf Tage.
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3.2 Anwendung der entwickelten Methode in einer Kli ~ nischen Studie

3.2.1 Demographische Patientencharakterisierung

Zwischen Juni 2006 und November 2008 erfolgte, wie unter Abschnitt 2.5.2
beschrieben, die Rekrutierung der Patienten durch die zustandigen Studienarzte der
Gastroenterologischen-Ambulanz der Otto-von-Guericke-Universitat in Magdeburg.
Die Rekrutierung fir diese Studie gestaltete sich jedoch von Anfang an sehr
schwierig. Die Studienteilnahme war mit zwei, fir die Patienten meist abschreckend
wirkenden, gastroésophagealen pH-Metrien und zudem mit einem relativ hohen
Zeitaufwand verbunden. Folglich konnte die benétigte Anzahl an Studienteilnehmer
mit einem eingeschrankten Metabolismus (IM, PM) nicht erreicht werden.

Von den 32 genotypisierten Patienten konnten 21 die Studie laut Protokoll beenden.
Zehn Patienten brachen die Studie bereits in der Randomisierungsphase und vor dem
1. Tag der Omeprazol-Behandlung vorzeitig ab. Eine weitere Patientin musste am
1. Tag der Omeprazol-Behandlung ausgeschlossen werden, weil die Blutabnahmen
wegen zu schlechten Venenverhaltnissen nicht moglich waren. Alle eingeschlossenen
Patienten erhielten ihre Behandlung laut randomisierter Zuteilung und wurden

dementsprechend analysiert.

Tabelle 3-2: Patientencharakteristika (n = 21) der Gruppen EM mit 1 x 20 mg (A1),
EM mit 2 x 40 mg (B2) und IM mit 1 x 20 mg (A2/B1)

A1 EM (wt/wt) B2 EM (wt/wt) A2/B1 M (wt/mt)
1x20mg 2x40 mg 1x20mg
Anzahl 8 8 5
Geschlecht (w / m) 4/4 3/5 2/3
Alter [Jahre]
Bereich 38 - 67 51-68 62 - 69
Median 59 64 64
Body Mass Index (BMI) [kg/m?]
Bereich 21 -28 20 - 30 19-33
Median 26 26,8 25,7
Hiatushernie (ja / nein) 6/2 5/3 4/1
LA Grad (A/ B) 6/2 3/5 4/1

Die Tabelle 3-2 gibt die Patientencharakteristika und Gruppenverteilung aller 21

eingeschlossenen Patienten wieder. Die genauen demographischen Angaben
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einschliellich des ermittelten CYP2C19-Genotyps sowie die nach der
Randomisierung zugeordnete Gruppe finden sich in der Tabelle 1 im Anhang. Die

Komedikation ist in Tabelle 2 im Anhang aufgefthrt.

Die drei Gruppen wurden hinsichtlich signifikanter Unterschiede im Alter, Body Mass
Index (BMI) und Grad der Refluxkrankheit untersucht. In Gruppe B2 fanden sich mit
62,5 % mehr LA-B Patienten als in den anderen beiden Gruppen mit einem LA-B
Anteil von 20-25 %. Die Parameter Alter (p = 0,4) und BMI (p = 0,37) ergaben keine
signifikanten Unterschiede, so dass die drei Gruppen hinsichtlich dieser Parameter

vergleichbar waren.

3.2.2 Genotypisierung

Insgesamt wurden 32 Patienten genotypisiert. Dabei waren bei 27 Patienten fur die

beiden untersuchten Polymorphismen nur die Wildtyp-Allele (wt/wt) nachweisbar.

CYP2C19*3

15

e s o9 10

=ec 5:

12008 m:

Abbildung 3 -31: PCR-Produkte des Enzyms Abbildung 3 -32: PCR-Produkte des Enzyms
CYP2C19*2; 1: Langenstandard (100 bp CYP2C19*3; 1: Langenstandard (100 bp
Leiter, New England Biolabs), 2: Leerwert, Leiter, New England Biolabs), 2: Leerwert,
3: Kontrolle wt/wt, 4: Kontrolle wt/mt, 3-4: Kontrolle wt/wt, 5-9: Patient wt/wt,
5: Patient wt/mt, 6: Patient wt/wt, 7-8: Patient 10: ungespaltenes PCR-Produkt (entspricht
wt/mt, 9: Patient wt/wt erwarteter Bande eines mt/mt Patienten)
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Diese Patienten trugen demnach weder das CYP2C19*2-Allel noch das CYP2C19*3-
Allel und konnten als homozygote extensive Metabolisierer (EM) charakterisiert
werden.

Bei den uUbrigen funf Patienten war eine Heterozygotie fir das CYP2C19*2-Allel
(wt/mt) nachweisbar, wobei das CYP2C19*3-Allel nicht vorlag, sondern fur diesen
Polymorphismus nur das Wildtyp-Allel gefunden wurde. Somit konnten diese funf
Patienten als intermediare Metabolisierer (IM, wt/mt) charakterisiert werden.

In Abbildung 3-31 und 3-32 sind beispielhaft die PCR-Produkte der gefundenen
Genotypen nach der Restriktionsenzym-Spaltung dargestellt. Die Abbildungen
veranschaulichen die unter dem Kapitel 2.5.6 beschriebenen PCR-Strategien. Bei den
untersuchten Patienten konnten wie oben beschrieben jedoch lediglich die erwarteten
DNA-Fragmente fur die Wildtyp-Allele (wt/wt, EM) von CYP2C19*2 und *3 und ein
mutiertes Allel (wt/mt, IM) von CYP2C19*2 gefunden werden.

3.2.3 Pharmakokinetische Auswertung

Zur Erfassung der Pharmakokinetik von R- und S-Omeprazol sowie seiner Metabolite
wurden die Serumproben aller 21 eingeschlossenen Patienten analysiert. Anhand
ausgewahlter Patienten (Abbildung 3-33) konnte man deutliche Unterschiede im
Metabolisierungsmuster von EM und IM erkennen. Aus der Abbildung 3-33 geht
hervor, dass die Serumkonzentration von S-Omeprazol (schwarze Kurve,
Metabolisierung hauptsachlich tber CYP3A4) am 1. Tag der Behandlung in beiden
Patienten (Patient 2: EM und Patient 7: IM) annahernd gleich waren, wohingegen
Patient 7 als IM deutlich héhere Plasmakonzentrationen von R-Omeprazol (blaue
Kurve, Metabolisierung hauptsachlich tber CYP2C19) erreichte. Die Konzentration
von R-5-Hydroxyomeprazol (rosa Kurve) als Metabolit von CYP2C19 war beim EM
(Patient 2) erwartungsgemald deutlich héher ausgepragt als beim IM (Patient 7). Die
Omeprazol-Sulfon-Konzentration (grine Kurve, CYP3A4-Metabolit) war hingegen
beim IM hoher als beim EM.

Nach der Analyse der pharmakokinetischen Daten aller Patienten (Tabelle 3-4) kamen

diese Unterschiede jedoch nicht mehr zum Tragen.
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Abbildung 3-33:  Vergleich der Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe von S-Omeprazol ( —*),
R-Omeprazol (= ), Omeprazol-Sulfon ( ), S-5-Hydroxy- (“* ) und
R-5-Hydroxyomeprazol (=) zwischen einem Extensiven Metabolisierer

(A) und einem Intermediaren Metabolisierer (B) mit je 20 mg Omeprazol
(Single Dose)
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Tabelle 3-3 Pharmakokinetische Daten aller Patienten

Multiple Multiple Multiple

] Single Dose Dose Single Dose Dose Single Dose Dose
Mittelwert £ SD| (1M, 20 mg) | (IM, 20 mg) | (EM, 20 mg) | (EM, 20 mg) | (EM, 40 mg) |(EM, 80 mg)
n=5 n=5 n=38 n=38 n=38 n=38

S-Omeprazol (CYP3A4)
t 1/2 [h] 1,2+0,6 1,5+0,6 09+0,4 1,4+0,5 1,5+0,5 1,4+0,4
AUC (12h) 475 + 305 898 + 331 582 + 503 685 + 600 1356 + 1539 2151 +920
[ng*h/ml]
Cmax [ng/ml] 228 + 112 319+ 115 255 + 241 336 +208 353 + 307 787 + 395
R-Omeprazol (CYP2C19)
t1/2 [h] 1,1+0,7 1,6 +0,8 0,9+0,5 1,4+0,6 1,6 £0,7 1,5+0,7
AUC (12h) 422 +357 | 903+558 | 482+502 | 994 +987 | 1552 +2069 |2390 + 1514
[ng*h/ml]
Cmax [ng/ml] 200+ 118 300+ 121 200 + 219 296 + 220 312 + 351 765 + 406
Omeprazolsulfon (CYP3A4)
t 1/2 [h] 48+28 50+2,3 2,8+1,8 35+20 35+35 56+35
AUC (12h) 861 +672 1709 +1013|1061 +1628 |1182 +1249| 1528 + 3050 [5350 + 4420
[ng*h/ml]
Cmax [ng/ml] 119 +81 165 + 42 111 +82 140 + 82 173 +170 415 +£173
S-50H-Omeprazol (CYP2C19)
t 1/2 [h] 1,4+0,6 1,9+0,7 1,0£0,4 1,7+0,7 2,0+0,9 1,9+0,6
AUC (12h) 50 + 19 74+ 14 65 + 25 71+ 22 153 + 99 189 + 62
[ng*h/ml]
Cmax [ng/ml] 22+11 23+9 29+12 31+8 41 +14 53+24
R-50H-Omeprazol (CYP2C19)
t 1/2 [h] 2,2+1,3 22+1,1 12+0,4 1,7+0,7 2,1+1,3 2,2+0,9
AUC (12h) 403 + 109 475 + 87 534 + 104 520 + 79 1101 +399 | 1039 + 323
[ng*h/ml]
Cmax [ng/ml] 148 + 67 128 + 61 229 + 76 210 + 74 315 + 143 264 +143

Die statistische Auswertung der pharmakokinetischen Parameter ergab keine

signifikanten Unterschiede zwischen IM und EM mit gleicher Dosierung. Jedoch liel3

sich eine leichte Tendenz (p = 0,051) eines Unterschieds fir die AUCs;.1on des

CYP2C19-Metabolits R-5-Hydroxyomeprazol am 1. Behandlungstag zwischen IM und

EM erkennen. Dabei erreichte die Gruppe der EM hdhere R-5-Hydroxyomeprazol-

Serumkonzentrationen als die Gruppe der IM.

Der Vergleich der AUCs;.125 zwischen IM sowie EM mit 20 mg Omeprazol und EM mit

2 x 40 mg Omeprazol nach 14-tagiger Behandlung (multiple dose) ergab signifikante
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Unterschiede (p < 0,05) sowohl bei R- als auch bei S-Omeprazol (Abbildung 3-34).
Dies war, bedingt durch die deutlich hdhere Dosierung von Omeprazol, nicht
unerwartet. Die AUCs;1.12n VON R- und S-Omeprazol nach der einmaligen Behandlung
von 20 mg bzw. 40 mg unterschieden sich hingegen nicht signifikant voneinander.

Die mittlere Halbwertszeit (HWZ) fur Omeprazol betrug am 1. Behandlungstag 1,2 h
und nach 14-tagiger Behandlung 1,5 h. Dabei wurden maximale Plasma-
konzentrationen durchschnittlich nach 2,25 h erreicht. Auffallig war, dass Omeprazol-
Sulfon mit einer durchschnittichen HWZ von 4,6 h deutlich langsamer metabolisiert

wurde als Omeprazol und 5-Hydroxyomeprazol (mittlere HWZ 1,7 h).

3000 .....................................................................................................

N
o
o
o

AUC 0-12 h [ng*h/ml]

1000 ................................................................................

IM EM IM EM EM
20 mg 20 mg 20mg 20 mg 80 mg
Single Dose Multiple Dose

Abbildung 3-34: Mittlere AUCs (12 h) von S- (mm) und R-Omeprazol (===) bei IM, EM
(20 mg) nach Einmalgabe (Single Dose) von Omeprazol sowie von
S-(mm) und R-Omeprazol (=) bei IM, EM (20 mg) und EM (2 x 40 mg)
nach 14-tagiger Omeprazol-Behandlung (Multiple Dose),
* signifikante Unterschiede (p<0,05) nach 14-tdgiger Behandlung zwischen
S-, R-Omeprazol 20 mg (EM, IM) und S-, R-Omeprazol 80 mg (EM)

Ferner nahmen die Serumkonzentrationen und somit auch die Bioverfligbarkeiten von
S- und R-Omeprazol vom 1. Tag der Behandlung bis zum 15. Tag der Behandlung
deutlich zu.

Die Analyse der AUCs der Metabolite von Omeprazol (Abbildung 3-35) erbrachte im

Vergleich der Dosierung von 20 mg (sowohl EM als auch IM) zu 2 x 40 mg Omeprazol
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nach 14-tdgiger Behandlung erwartungsgemal signifikante Unterschiede zwischen

allen untersuchten Metaboliten. Ferner wurde deutlich, dass die AUC von Omeprazol-

Sulfon deutlich héheren interindividuellen Schwankungen unterworfen war als die von

5-Hydroxyomeprazol.

5000

4000

3000

AUC 0-12 h [ng*h/ml]

2000

1000

Abbildung 3-35:

IM EM EM IM EM EM
20 mg 20 mg 40 mg 20 mg 20 mg 80 mg
Single Dose Multiple Dose

Mittlere AUCs (12h) von OMES (mmm), R-OH-OME (mmm) und
S-OH-OME (mmm) bei IM, EM (20 mg) und EM (2 x 40 mg) nach
Einmalgabe (Single Dose) und 14-tagiger Omeprazol-Behandlung (Multiple
Dose); die SD von OMES (EM 80 mg) betragt 4420,1 ng*h/ml (graphisch
nicht dargestellt);

* signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen R-OH-OME 20 mg (EM,IM)
und EM 40 mg Single Dose sowie zwischen S-OH-OME IM 20 mg und EM
40 mg Single Dose, ferner bestehen signifikante Unterschiede bei allen
Metaboliten zwischen der 14-tdgigen Behandlung mit 20 mg Omeprazol
(IM,EM) und der Dosierung von 80 mg Omeprazol

Am 1. Tag der Omeprazol-Behandlung konnten zwischen 20 mg und 40 mg

Omeprazol nicht fur alle Metabolite signifikante Unterschiede in der AUC;.12, gefunden

werden. So

unterschieden sich, wie in Abbildung 3-35 dargestellt, nur
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R-5-Hydroxyomeprazol signifikant (p < 0,05) sowie S-5-Hydroxyomeprazol, dieses

jedoch nur in der Gruppe der IM.

Auffallig war, dass die AUC von R- und S-5Hydroxyomeprazol nach der 14-tdgigen

Behandlung in allen Gruppen anndhernd dem Ausgangsniveau entsprach. Dagegen

gab es aul3er bei den EM mit 20 mg Omeprazol einen deutlichen Anstieg der AUC von

Omeprazol-Sulfon wahrend der Behandlung.

Korrelation des Geno- und Phanotyps

Die Aktivitdten und damit die Phanotypen von CYP2C19 und CYP3A4 wurden anhand

der unter Abschnitt 2.5.10 aufgefuhrten Gleichungen 2-4 und 2-5 berechnet.

Tabelle 3-4 CYP2C19- und CYP3A4-Aktivitat aller Patienten am 1. und 15. Tag der Behandl.
(entsprechend Gleichung 2-4 und 2-5), in Fett- und Kursivdruck hervorgehoben
sind EM (genotypisch), die phanotypisch eher einem IM entsprechen, fehlende
Werte (-) sind bedingt durch Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze

Patient/

CYP2C19-Aktivitat

CYP2C19-Aktivitat

CYP3A4-Aktivitat

CYP3A4-Aktivitat

Genotyp (OME) 1. Tag 15. Tag 1. Tag 15. Tag
01/ EM (20 mg) 1,09 2,87 2,06 1,38
02/ EM (20 mg) 0,24 0,58 1,28 1,45
06 / EM (20 mg) 0,78 0,51 - 1,7
09/ EM (20 mg) 3,63 6,69 1,80 1,67
16 / EM (20 mg) 0,71 1,80 1,24 1,01
20/ EM (20 mg) 0,77 0,67 1,01 0,84
25/ EM (20 mg) - 0,58 - 1,22
27 | EM (20 mg) 0,47 0,20 - 1,14
Mittelwert EM 1,10 1,86 1,25 1,23
07 /1M (20 mg) 1,11 2,53 0,90 0,84
08 /1M (20 mg) 1,92 4,15 1,87 -
12/ IM (20 mg) 0,4 1,79 0,99 1,15
14/ IM (20 mg) 3,39 6,47 0,97 1,03
28 /1M (20 mg) 0,98 1,84 0,76 1,31
Mittelwert IM 1,56 3,35 1,10 1,08
03/ EM (80 mg) 0,36 1,46 1,97 1,19
04 / EM (80 mg) 0,48 3,66 1,68 0,8
13/ EM (80 mg) 0,43 1,59 - 1,08
15/ EM (80 mg) 0,51 5,76 1,09 0,86
18/ EM (80 mg) - 8,45 - -
21/ EM (80 mg) 0,87 1,77 1,33 -
23/ EM (80 mg) 6,59 12,25 0,76 0,55
24 | EM (80 mg) 0,83 2,28 5,62 0,88
Mittelwert EM 1,44 4,65 2,07 0,89
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Fur jeden einzelnen Patienten sind die CYP2C19- sowie die CYP3A4-Aktivitaten am
1. und 15. Omeprazol-Behandlungstag in Tabelle 3-4 dargestellt.

Anhand der ermittelten CYP2C19-Aktivitdten wird deutlich, dass die in dieser Studie
genotypisch als EM fur CYP2C19 charakterisierten Patienten, zu 87 % (13 von 15)
auch phanotypisch als EM bezeichnet werden kénnen. Zwei Patienten (Patient 09 und
23) dieser Gruppe sind phanotypische eher als IM einzuordnen. Bei einem dritten
Patienten (Patient 18) besteht ebenfalls diese Mdglichkeit. Dieser konnte jedoch
wegen Analysenstérungen nicht vollstadndig untersucht werden.

Von funf Patienten, welche genotypisch als IM fur CYP2C19 charakterisiert werden
konnten, wurden zwei (Patient 08 und 14) auch phanotypisch eindeutig als solche
identifiziert. Zudem war die CYP2C19-Aktivitat der Patienten 07 und 28 leicht
eingeschrankt, wobei diese phanotypisch nicht zweifelsfrei als IM eingestuft werden
konnten. Patient 12 wurde phanotypisch als EM charakterisiert.

Anhand der ermittelten Daten wurde deutlich, dass der CYP2C19-Genotyp IM nicht
unabdingbar in einen Phénotyp mit eingeschréankter CYP2C19-Aktivitat fuhrt.
Hingegen konnten die genotypisch als EM charakterisierten Patienten zu einem sehr
hohen Anteil auch ph&notypisch als solche charakterisiert werden.

Die ermittelten CYP3A4-Aktivitaten konnten im Vergleich aller Patienten zueinander
als hoch eingestuft werden. Eine verminderte CYP2C19-Aktivitat resultierte meist in
einer sehr hohen CYP3A4-Aktivitat. Ersichtlich ist dies zum Beispiel an den Patienten
23, 04 und 15 jeweils am 15. Tag der Behandlung. Aber auch eine eingeschrankte
CYP3A4-Aktivitat fuhrte oft zu einer sehr hohen CYP2C19-Aktivitat, z. B. bei den
Patienten 03 und 24 am 1. Behandlungstag.

Folglich wird Omeprazol bei Minderaktivitat eines Enzyms alternativ Gber das andere

Enzym metabolisiert.

3.2.4 Auswertung der 24-Stunden-pH-Metrie

Typische pH-metrische Aufzeichnungen des Osophagus- und Magen-pH-Wertes
innerhalb einer 24-Stunden-Messung sind in Abbildung 3-36 und 3-37 gezeigt. Die
Grafik beeinhaltet zudem den Applikationszeitpunkt des Protonenpumpenhemmers,
die Einnahme von Mahlzeiten sowie das Verharren des Patienten in liegender
Position.

In Abbildung 3-36 ist die pH-metrische Aufzeichnung eines Patienten mit 20 mg
Omeprazol taglich am 1. Tag der Behandlung und in Abbildung 3-37 nach 14-tagiger

Behandlung gezeigt. Es wird deutlich, dass die Wirksamkeit von 20 mg Omeprazol am
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1. Tag der Behandlung noch wenig ausgepragt ist. Verbunden ist dies mit vielen

sauren Refluxen im Osophagus und einer geringen pH-Wert-Anhebung im Magen.

Ferner wird der pH-steigernde Einfluss der Mahlzeiten veranschaulicht.

Die Steigerung der Bioverflgbarkeit von Omeprazol am 15. Tag der Behandlung wird

am deutlich gesteigerten Magen-pH-Wert ersichtlich. Ferner konnte bei diesem

Patienten nach 14-tagiger

Behandlung eine klare Verbesserung der GERD-

Symptomatik mit weitaus geringerem sauren Reflux im Osophagus erreicht werden.
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Abbildung 3-36  pH-metrische 24-Stunden-Aufzeichnung des Osophagus- () und Magen-

pH-Wertes (™) von Patient 25 mit 1 x 20 mg Omeprazol am 1. Tag der
Behandlung, ermittelter De Meester Score = 32,9, | Einnahme von

Omeprazol,

Einnahme von Mahlzeiten, [ Patient liegend
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Abbildung 3 -37 pH-metrische 24-Stunden-Aufzeichnung des Osophagus- (.) und Magen-

pH-Wertes (™) von Patient 25 mit 1 x 20 mg Omeprazol am 15. Tag der

Behandlung, ermittelter De Meester Score = 8, | Einnahme von Omeprazol,
Einnahme von Mahlzeiten, [ Patient liegend
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In Tabelle 3-5 sind die ermittelten pH-metrischen Daten aller Patienten
zusammengefasst. Signifikante Unterschiede (p = 0,01) zeigten sich lediglich fir den
Magen-pH-Wert zwischen den Gruppen der EM mit 20 mg und 2 x 40 mg am 1. Tag

der Behandlung.

Tabelle 3-5 Daten der 24-Stunden-pH-Metrie aller Patienten
Mittelwert + IM, 1. Tag | IM, 15. Tag EM, 1. Tag | EM, 15. Tag | EM, 1. Tag | EM, 15. Tag
SD 1x20 mg 1x20 mg 1x20mg 1x20 mg 2x40 mg 2x40mg
n=4 n=5 n=7 n=7 n=7 n=8
Osophagus
oH < 4 3,9 3,0 14,2 9,5 7,9 10,6
gesamt [%] +54 +2,8 +15,1 +6,7 +7,8 +9,3
Anzahl der
Refluxe 15 1,0 6,4 3,7 4,7 5,0
> 5 min +1,7 +1,2 +55 +3,1 +6,2 +5,8
_ pHdes 5,9 5,8 51 53 5,4 4,9
Osophagus +0,4 +0,5 +0,6 +0,6 +0,4 +0,4
Magen
oH > 4 43,3 67,7 14,4 54,1 43,6 65,6
gesamt [%] +34,4 +27,7 +15,2 +24,9 +30,0 +23,3
pH des 3,2 4,8 1,7 3,6 3,5 4.4
Magen +1,9 +1,4) +1,0 +1,3 +1,2 +0,9
DeMeester- 15,5 18,5 58,1 49,2 30,0 34,9
Score +16,4 +16,8 +60,0 +37,7 +259 +23,1

Die grafische Betrachtung des Parameters ,prozentualer Magen-pH-Wert grél3er vier*
am 1. Tag der Behandlung lieR einen Trend zwischen den einzelnen Gruppen
erkennen. So erreichten die IM mit 20 mg Omeprazol und die EM mit 2 x 40 mg
Omeprazol mit tber 40 % durchschnittlich héhere Werte als die EM mit 20 mg
Omeprazol und einem Wert von knapp 15 % (Abbildung 3-38).

Ein signifikanter Unterschied (p = 0,01) zeigte sich bei der Analyse der mittleren
Magen-pH-Werte allerdings nur zwischen den Gruppen der EM mit 20 mg und 2 x
40 mg am 1. Tag der Behandlung (Abbildung 3-39). Dies liel am 1. Behandlungstag
auf eine hohere Wirksamkeit von Omeprazol bei hoherer Dosierung schliel3en.
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Abbildung 3-38

mittlerer Magen pH

Abbildung 3 -39
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1.Tag 15.Tag

Mittelwert und Streuung des prozentualen Anteils des Magen-pH-Wertes
oberhalb von vier innerhalb von 24 Stunden am 1. und 15. Tag der
Behandlung in den verschiedenen Gruppen (mm |[M 20 mg, =mm EM 20 mg,
mmm EM 80 mg)

1.Tag 15.Tag

Mittelwert und Streuung des Magen-pH-Wertes am 1. und 15. Tag in den
verschiedenen Gruppen (mm IM 20 mg, sm EM 20 mg, ssm EM 80 mg)
* signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen der Gruppe der EM mit
20 mg Omeprazol und der Gruppe der EM mit 2 x 40 mg Omeprazol 88
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Die Analyse des Parameters "prozentualer Osophagus-pH-Wert kleiner vier“, welcher
die O6sophageale Saureexpositionszeit widerspiegelt und demzufolge ein wichtiger
Parameter in der GERD-Dignostik darstellt, ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Ferner konnte, wie in Abbildung 3-40 dargestellt, kein
wesentlicher Unterschied dieses Parameters zwischen dem 1. Tag und dem 15. Tag
der Behandlung erfasst werden.

Dementsprechend scheint die deutlich verminderte intragastrale Aziditat (Abbildungen
3-38, 3-39) nicht zwingend mit einer Verminderung der 0sophagealen

Saureexpositionszeit verbunden zu sein.

30 .........................................................................................................................

20 [ e

Osophagus pH < 4 [%]

1.Tag 15.Tag

Abbildung 3-40  Mittelwert und Streuung des prozentualen Anteils des Osophagus-pH-
Wertes unterhalb von vier innerhalb von 24 Stunden am 1. und 15. Tag der
Behandlung in den verschiedenen Gruppen (mm |[M 20 mg, == EM 20 mg,
mmm EM 80 mQ)

3.3 Enantiomerenstabilitat von Esomeprazol (S-Omepr  azol)

Zur Uberprifung der Enantiomerenstabilitiat von S-Omeprazol in vivo wurden drei
Patienten mit dem enantioselektiven Arzneistoff Esomeprazol (S-Omeprazol)
behandelt und pharmakokinetisch untersucht. Zwei der Patienten (weiblich, 55- und
70-jahrig) erhielten 20 mg Esomeprazol pro Tag, der dritte Patient (weiblich, 58-jahrig)
hingegen 80 mg/d. Die Patienten waren hinsichtlich des Enzyms CYP2C19 EM,

hatten eine GERD Grad LA-A ohne Hiatushernie und einen mittleren BMI von 27.
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Die ermittelten pharmakokinetischen Daten der drei Esomeprazol-Patienten werden in

der Tabelle 3-6, im Vergleich zu Patienten (EM) mit 20 mg/d Omeprazol, dargestellit.

Am 1. Tag der Behandlung konnte sowohl bei 20 als auch bei 40 mg Esomeprazol

kein R-Omeprazol im Plasma der Patienten detektiert werden. Nach der 14-tagigen

Esomeprazol-Behandlung lie3 sich R-Omeprazol im Serum aller Patienten in sehr

geringen Konzentrationen nachweisen. Ferner wurde kein oder nur sehr wenig

R-5-Hydroxyomeprazol gefunden.

Folglich konnte die Enantiomerenstabilitdt von S-Omeprazol in vivo und der

enantioselektive Metabolismus von friheren Arbeiten [22] bestatigt werden.

Tabelle 3-6  Pharmakokinetische Daten dreier Patienten unter Esomeprazol-Behandlung im
Vergleich zu pharmakokinetischen Daten von Omeprazol
S-OME - S-OME - OME- OME- S-OME - S-OME -
) Single Dose | Multiple Dose | Single Dose [Multiple Dose |Single Dose |Multiple Dose

Mittelwert £ SD | (M, 20 mg) | (EM, 20 mg) | (EM, 20 mg) | (EM, 20 mg) | (EM, 40 mg) | (EM, 80 mg)

n=2 n=2 n=8 n=8 n=1 n=1
S-Omeprazol (CYP3A4)
t % [h] 09+04 1,4+£0,5 0,9+04 1,4+£0,5 0,9 1,3
AUC (12h) [ng*h/ml]| 9334 +803 | 2233 + 1528 582 + 503 685 £ 600 1490 4416
Cmax [ng/ml] 552 + 318 838 £ 32 255 +241 336 + 208 839 1700
R-Omeprazol (CYP2C19)
t 1/2 [h] 0 9,9+0 0,9+0,5 1,4+£0,6 0 3,3
AUC (12h) [ng*h/ml] 0 145+0 482 £ 502 994 + 987 0 30
Cmax [ng/ml] 0 6+5 200+219 | 296 +220 0 6
Omeprazolsulfon (CYP3A4)
t % [h] 28+x11 53£2,0 28+1,8 35+2,0 2,3 52
AUC (12h) [ng*h/ml][ 875 £ 737 1804 +808 |[1061 +1628 | 1182 + 1249 800 4416
Cmax [ng/ml] 155 + 80 295 + 89 111 +82 140 + 82 191 1082
S-50H-Omeprazol (CYP2C19)
t1/2 [h] 1,1+0/4 1,8+0 1,0+04 1,7+£0,7 1,0 2,0
AUC (12h) [ng*h/ml]| 139 + 37 190 + 22 65 + 25 71+£22 326 430
Cmax [ng/ml] 83x19 73 £50 29+124 31+8 154 133
R-50H-Omeprazol (CYP2C19)
t 1/2 [h] 0 400 1,2+04 1,7+£0,7 2,8 7,4
AUC (12h) [ng*h/ml] 0 22+0 534 + 104 520 + 79 17 28
Cmax [ng/ml] 0 3+0,6 229 + 76 210 + 74 3 2
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3.4 Methodenanwendung bei der Detektion unerwinscht er

Arzneimittelwirkungen (UAWSs) von Omeprazol / Esomep  razol

Protonenpumpenhemmer werden unter anderem haufig bei verschiedenen
saurebedingten Erkrankungen, wie gastrointestinalen Ulzerationen, der gastro-
0sophagealen Refluxkrankheit oder dem Zollinger-Ellison-Syndrom, verordnet. Die
haufigsten UAWSs sind dabei Ubelkeit, Unterleibsschmerzen, Diarrhde und
Kopfschmerzen. Jedoch zeigen sich mit steigendem Gebrauch auch seltenere und
schwer zu diagnostizierende unerwiinschte Effekte. Mit Hilfe der entwickelten Analytik
konnten zwei Falle [104-105] von unerwinschten Arzneimittelwirkungen (UAWS)

aufgeklart werden, die in dieser Form zuvor noch nicht beschrieben wurden.

3.4.1 Fall 1 - Esomeprazol-induzierte Rhabdomyolyse bei einem
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
Ein 75-jahriger Patient mit chronischer Herzinsuffizienz wurde nach Operationen an
den Herzklappen und koronaren Bypassen postoperativ auf die kardiochirurgische
Intensivstation des Universitatsklinikums Magdeburg aufgenommen. Seine Begleit-
diagnosen waren Niereninsuffizienz und Diabetes mellitus. Zur mechanischen
Beatmung wurde er initial mit Propofol und Sufentanil sediert. Ferner wurden dem
Patienten die Medikamente Insulin, Heparin (800 IE/h), Furosemid (40-120 mg/Tag),
Amiodaron (36 mg/h), Meropenem (2 g/Tag) und Linezolid (1200 mg/Tag) sowie
Katecholamine verabreicht. Zudem erfolgte eine Stressulkus-Prophylaxe mit
intravendsem Esomeprazol (40-80 mg/Tag) und er erhielt eine kontinuierliche veno-
vendse Hamofiltration (CVVH) tber 12 Tage.
Nach dem erfolgreichen operativen Eingriff sanken die Werte der Leberenzyme
Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-Aminotransferase (ASAT) sowie die
Werte des C-reaktiven Proteins (CRP). Hingegen blieben die operationsbedingt
erhohten Myoglobinwerte weiterhin erhoht. Durch das Stationspersonal wurden nach
Ausschluss verschiedener klinischer Ursachen die Arzneimittel Propofol und
Amiodaron abgesetzt, da fir diese die UAW einer Rhabdomyolyse beschrieben ist.
Eine Rhabdomyolyse tritt meist als Folge einer extensiven Muskelaktivitdt oder eines
mechanischen Traumas auf, wobei nicht-traumatische Rhabdomyolysen vielfach mit
Krampfanfallen oder toxischen Arzneimittel-Reaktionen assoziiert sind [106]. H&aufig
findet sich bei einer Rhabdomyolyse neben einer erhéhten Temperatur sowie einem
erhohten Myoglobinwert auch eine erhdhte Kreatininkinase (CK). Dabei schlief3en
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normale CK-Werte eine Rhabdomyolyse nicht aus. Bereits in einer friheren Studie
wurden bei 17 % aller intensivmedizinischen Patienten mit bestehender
Rhabdomyolyse ein isolierter Myoglobinanstieg im Serum beschrieben [107].

Trotz abgesetzter Medikamente blieb der Myoglobinwert des Patienten weiter
zwischen 1000 und 2000 pg/l (normal: < 72 pg/l). Ferner waren die Korpertemperatur
mit rund 38 °C, die Gamma-Glutamyltransferase mit 84 U/l (6-42 U/l) und die LDH mit
402 U/l (135-225 U/l) sowie das CRP mit 220 mg/l (< 5 mg/l) erhdht. Hingegen waren
die Werte der Enzyme ALAT, ASAT und der CK im normalen Bereich.
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Abbildung 3-41: Verlauf der Myoglobin-Serumkonzentration (-==) und der taglichen

Esomeprazol Dosis (——)

Im Rahmen einer Kklinisch-pharmakologischen Visite wurde der Verdacht einer
arzneistoffassoziierten Rhabdomyolyse geaul3ert. Anhand des zeitlichen Verlaufs der
UAW sowie durch Ausschlussdiagnose (u. a. schrittweises Absetzen der
Komedikation) konnte Esomeprazol als auslésendes Pharmakon ermittelt werden.
Das Arzneimittel wurde abgesetzt und die Esomeprazol-Serumspiegel an den
folgenden Tagen bestimmt. Die berechnete Eliminationshalbwertszeit von
Esomeprazol war mit 4,81 h deutlich erhdéht. Einen Tag nach dem Absetzen von
Esomeprazol fielen die Myoglobinwerte fortwéhrend (Abbildung 3-41), so dass der
Patient nach weiteren acht Tagen in ein Rehabilitationszentrum verlegt werden
konnte.
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3.4.2 Fall 2 — Omeprazol-induzierter Husten bei ein er Patientin mit
gastrodsophagealer Refluxkrankheit (GERD)

Eine 67-jahrige Nichtraucherin mit bekannter GERD mit chronischem Husten wurde
fur die weiterfihrende Diagnostik und Therapie in die gastroenterologische Ambulanz
des Universitatsklinikums Magdeburg Gberwiesen. Anamnestisch bestand ferner eine
arterielle Hypertonie. Bei ihrer ersten Vorstellung im Klinikum nahm sie regelméafig
folgende Medikamente ein: Valsartan (160 mg/Tag), Triamteren (25 mg/Tag),
Hydrochlorothiazid (12,5 mg/Tag), Domperidon (10 mg/Tag), Magnesium (121,5 mg/
Tag) und hochdosiertes Pantoprazol (80 mg/Tag). lhre Laborwerte inklusive
Blutparameter, Leberenzyme und Kreatininwert waren unauffallig und lagen im
Normbereich. Nach diversen gastroenterologischen Untersuchungen wurde sie Uber
die unter Abschnitt 2.5 beschriebene Studie informiert, mit dem Ziel ihre individuelle
Protonenpumpenhemmer-Eliminationsleistung zu ermitteln. Nach der mundlichen und
schriftlichen Aufklarung tUber die Studie erteilte sie ihr schriftiches Einverstandnis.
Pantoprazol wurde 16 Tage vor Beginn der Omeprazol-Therapie abgesetzt. Zur
Kontrolle der Refluxsymptomatik erhielt die Patientin in dieser Zeit ausschlie3lich
zweimal taglich 40 mg Famotidin. Die gastroosophageale Endoskopie am Ende der
Initialphase ergab eine erosive Osophagitis (GERD Los-Angeles-Grad B) mit
Hiatushernie. Anhand der CYP2C19*2- und *3-Genotypisierung wurde die Patientin
als extensiver Metabolisierer eingestuft und in die Kontrollgruppe mit einer
Omeprazol-Behandlung von 20 mg taglich randomisiert. Am 1. und 15. Tag der
Omeprazol-Behandlung wurden jeweils elf Blutproben Uber einen Zeitraum von 24
Stunden entnommen und Omeprazol und seine Hauptmetabolite enantioselektiv
bestimmt. Des Weiteren erfolgte eine gastro6sophageale 24-Stunden-pH-Metrie und
die Patientin wurde gebeten, ein Patiententagebuch Uber ihre Beschwerden und die
Omeprazol-Einnahmezeiten zu fuhren.

Unerwarteter Weise lagen die ermittelten Omeprazol-Plasmakonzentrationen der
Patientin fir einen extensiven Metabolisierer in einem sehr hohen Bereich. Sie waren
vielmehr vergleichbar mit hoheren Omeprazol-Dosierungen oder Werten von
langsamen Metabolisierern. Die Analyse der restlichen Patientendaten ergab, dass
die Plasmakonzentrationen im Vergleich zu den anderen Patienten der Kontrollgruppe
(20 mg Omeprazol, n = 7) am 1. und 15. Tag der Omeprazol-Behandlung im
Durchschnitt sechsfach bzw. flunffach erhoht waren. Der Vergleich der AUC mit
Referenzdaten von gesunden Probanden aus der Literatur zeigte eine im Durchschnitt
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funf- bis achtfach hohere AUC bei unserer Patientin [9, 108]. Die AUCs sind unter
Abbildung 3-42 dargestellt. Innerhalb von 24 Stunden lag am 15. Tag die prozentuale
Zeit des Magen pH-Wertes oberhalb von vier bei 74 % und die prozentuale Zeit des

dsophagealen pH-Wertes unterhalb von vier bei 11 %.

AUC-Omeprazol [umol*h/I]

Single dose Tag 5| Tag 15
Omeprazol 20mg  Omeprazol 20 mg

Abbildung 3-42  Durchschnittliche Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) nach
Einmalgabe (Single Dose) und wiederholter Gabe von 20 mg Omeprazol,
mm — Referenz aus der Literatur [9], == — Kontrollgruppe der Studie (n = 7),
mmm — Patient

Innerhalb der Initialphase mit dem Arzneimittel Famotidin besserte sich der chronische
Husten der Patientin, wohingegen sich die restliche GERD-Symptomatik, wie das
Brennen hinterm Sternum, die epigastralen Beschwerden und die Regurgitation,
verschlechterte. Nach Beginn der Omeprazol-Therapie notierte die Patientin keinerlei
Beschwerden in ihr Patiententagebuch, bis sie am 7. Behandlungstag Uuber
gelegentlichen Husten berichtete. Dieser verschlimmerte sich bis zu einem
persistierenden Husten am 11. Tag der Behandlung. Andere Beschwerden wurden
nicht berichtet.

Trotz der, aus der zeitlich zurtickliegenden Anamnese bekannten, hohen Dosen von
Pantoprazol konnte bei der Patientin eine Osophagitis diagnostiziert werden. Eine
maogliche Ursuche konnte eine Hypersekretion an Magensaure als Folge einer

Reboundreaktion nach der Beendigung einer Langzeitbehandlung mit
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Protonenpumpenhemmern sein [109]. Ferner wére ein Nichtansprechen auf
Pantoprazol oder eine Osophagitis, ausgelost durch einen nicht-sauren Reflux,
denkbar.

Nach Abschluss der Studie wurde die Patientin an ihren behandelnden Hausarzt
verwiesen. Mit Bezug auf ihr inadaquates Ansprechen auf Famotidin und die hohen
Omeprazol-Plasmaspiegel wurde eine Weiterfihrung der Therapie mit einer

reduzierten Omeprazol Dosis (z. B. 20 mg Omeprazol jeden 2. Tag) empfohlen.
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4 Diskussion

4.1 Analytik zur Quantifizierung von Omeprazol und seiner
Metaboliten
Fur die simultane Quantifizierung von R- und S-Omeprazol sowie R- und S-5-
Hydroxyomeprazol und Omeprazol-Sulfon in Humanserum konnte eine ebenso
robuste wie selektive LC-MS/MS-Methode entwickelt werden [110]. Im Rahmen der
Methodenvalidierung wurde nachgewiesen, dass das Verfahren allen Kriterien der
arbeitsgruppeninternen SOP, bzw. international gultigen Richtlinien entsprach [111].
Die Wahl einer spezifischen chiralen stationdren Phase flr ein gegebenes chirales
Trennproblem ist, infolge des oftmals rein empirischen Charakters der
Enantiomerentrennung, mitnichten eine einfache Aufgabe [112]. Als erstes wurde eine
HPLC-Séaule im Umkehrphasen-Modus gewahlt, dem gebrauchlichen Modus einer
HPLC-Trennmethode, welche vermeintlich weniger Probleme bei der massen-
spektrometrischen Detektion verursacht. Jedoch erbrachte die gewahlte Séule nicht
die erhofften Ergebnisse. Problematisch erschien die Reihenfolge der S- und R-
Enantiomere im Chromatogramm. Der bei den spateren Patientenproben
erwartungsgemalfl kleinere Peak von S-5-Hydroxyomeprazol eluierte nach dem
gréReren von R-5-Hydroxyomeprazol. Unter den Bedingungen einer nur schwer zu
erreichenden vollstandigen Basislinientrennung der Enantiomere, ware eine saubere
Integration nur schwer moglich. Folglich lie3 dies auf eine schlechte
Quantifizierbarkeit von S-5-Hydroxyomeprazol schlie3en.
Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde auf eine HPLC-Saule im Normalphasen-
Modus zurtickgegriffen und eine erfolgreiche Methode zur Quantifizierung und
chiralen Trennung von Omeprazol und seiner Metabolite entwickelt. Die Erkenntnis,
dass die Enantiomerentrennung von Omeprazol und 5-Hydroxyomeprazol am besten
auf einer chiralen stationdren Phase fir Carboxylsauren im Normalphasen-Modus
funktioniert, wurde auch von friheren Arbeiten bestatigt [11, 47, 100]. Wir entschieden
uns fur die Trennsaule ReproSil Chirla-CA aufgrund ihrer laut Herstellerangaben
bewiesenen Fahigkeit, Omeprazol-Enantiomere zu trennen sowie ihrer Robustheit
gegen verschiedenste Bestandteile der mobilen Phase und ihrem relativ niedrigen
Preis.
Eine Optimierung der enantioselektiven Trennung konnte erreicht werden, indem die

mobile Phase aus Alkohol und Hexan bezlglich der Art und Menge des Alkohols und
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dem sauren und basischen Modifier verandert wurde. Es zeigte sich, dass Isopropanol
sowohl Methanol als auch Ethanol uberlegen war. Ferner hatte die Wahl des
basischen Modifiers einen entscheidenden Einfluss auf die Peakform.

Es ist hinlanglich bekannt, dass bei der Normalphasen-HPLC von basischen
Substanzen haufig ein ausgeprégtes Peak-Tailing auftritt [113]. Verantwortlich sind die
aktiven Zentren der Silanolgruppen auf der stationaren Phase, welche
Sekundarwechselwirkungen mit dem Analyten eingehen kénnen. Dieses Problem
kann geldst werden, indem der mobilen Phase basische Substanzen (Modifier), z. B.
Amine, zugesetzt werden [114]. Diese Substanzen haben die Aufgabe, die
adsorptiven Stellen der stationdren Phase abzusattigen und kénnen auf diese Weise
das Peak-Tailing effektiv reduzieren.

TEA und 1-Methylpiperidin erbrachten in unserem Fall nur eine geringe Verbesserung
der Peakform, wobei der Zusatz von DEA zu annéahernd tailingfreien Peaks fiihrte.

Die Ursache ist offenbar, dass das freie Elektronenpaar am Stickstoff des DEAs
weniger abgeschirmt ist als am TEA. Die aktiven Zentren der Silanolgruppen der

stationéaren Phase kdnnen so noch effektiver abgedeckt werden.

Laufmittelgemische aus Alkoholen und Hexan, wie sie in der chiralen Normalphasen-
Chromatographie verwendet werden, sind Ublicherweise nicht mit der Elektrospray-
lonisation (ESI) oder der chemischen lonisation bei Atmospharendruck (APCI) des
Massenspektrometers kompatibel. Dies ist einerseits bedingt durch die unzureichende
lonisierbarkeit und andererseits durch die potentielle Explosionsgefahr [34, 115]. Eine
nachgeschaltete Make-up Flussigkeit, bestehend aus Alkoholen und einem wassrigen
Puffer, ist eine verbreitete AbhilfemalRnahme fur dieses Defizit. Allerdings ist darauf zu
achten, dass die Make-up Flussigkeit vollstandig mit der mobilen Phase der HPLC
mischbar ist. Des Weiteren verdunnt dies zwanglaufig die mobile Phase, welches eine
Verschlechterung der Sensitivitat der Methode zur Folge hat [34].
Aufgrund der erlauterten negativen Aspekte der ESI und APCI wurde fur die in dieser
Arbeit beschriebene Methode auf die lonisation mittels Photonen bei
Atmospharendruck (APPI) zurtickgegriffen.
Um ausreichende lonisationseffekte zu erreichen, muss der mobilen Phase bei der
APPI Ublicherweise eine leicht zu ionisierende Substanz, z. B. Toluen oder Aceton,
zugesetzt werden. Diese Ubertragt die Ladung auf die Analyten und wird als Dopant
bezeichnet. Allerdings konnte von Cai et al. gezeigt werden, dass die APPI Sensitivitat
von Analyten weder durch Toluen noch durch Aceton verbessert werden konnte, wenn
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die mobile Phase Hexan enthielt [34]. Infolge dieser Selbstionisationsfahigkeit der
mobilen Phase, welche einen hohen Anteil an Hexan enthélt, war kein Dopant

notwendig.

Durch eine Anderung der Trenntemperatur andern sich sowohl physikalische (z. B. die
Viskositat) als auch chemisch/thermodynamische (z. B. die Sorptionsenthalpie)
Eigenschaften der chromatographischen Grof3en. Somit kann die Trennung gezielt mit
Hilfe des chromatographischen Parameters Temperatur verandert werden. [116]

Mit steigender Temperatur werden nach der vant'Hoffschen Regel alle Prozesse in
der Natur beschleunigt. Demzufolge ist eine hthere Temperatur mit einer schnelleren
Desorption und somit schnelleren Verteilung der Substanz in die mobile Phase
verbunden und fuhrt somit zu verringerten Retentionszeiten (Steigerung der Effizienz).
Zudem nimmt mit steigender Temperatur die Viskositat ab, welches eine
Druckabnahme und schnellere Diffusion zur Folge hat. Diese schnellere Kinetik fuhrt
zu scharferen Peaks und einer niedrigeren Nachweisgrenze. Gleichzeitig gibt es aber
auch Nachteile, die in einer hdheren Belastung der Analyten und des Saulenmaterials
und somit einer geringeren Lebenszeit der Saule sowie einer Verringerung der
Selektivitat zu sehen sind. [116]

Ferner beschrieb Karlsson et al. [11] die S&aulentemperatur als einen sehr
entscheidenden Faktor bei der enantioselektiven Trennung. Dabei kann bei chiralen
Saulen eine Temperaturerniedrigung eine geeignete Mdoglichkeit zur Selektivitats-
verbesserung der Racemate sein.

Wir beobachteten im Rahmen der Methodenoptimierung ebenfalls eine Verbesserung
der Enantiomerentrennung bei einer Verminderung der Saulentemperatur von 35 °C
auf 20 °C.

Validierung

Der Einsatz und die Wahl eines geeigneten internen Standards sind entscheidend fur
eine gute Prazision und Richtigkeit einer LC-MS/MS-Methode. Zudem lassen sich mit
der Verwendung eines geeigneten internen Standards auch Matrixeffekte
beherrschen. Die physikalischen und chemischen Eigenschaften des internen
Standards sollten dem Analyten mdglichst ahneln, damit sich Schwankungen bei der
Probenvorbereitung und —bestimmung auf beide Substanzen gleich auswirken und
somit kompensiert werden kdnnen. Dies kann ein mit stabilen Isotopen markiertes

Derivat des Analyten sein, ein Strukturisomer oder irgendeine andere Substanz, die
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aufgrund ihres Extraktions-, Retentions- und lonisationsverhaltens sich nur wenig vom
Analyten unterscheidet.

Als interne Standards fur die HPLC-Bestimmung von Omeprazol wurden bisher
entweder andere Protonenpumpenhemmer wie Lansoprazol [44], substituierte
Analyten [37], strukturfremde Substanzen (Flurazepam) [38] oder deuteriertes
Omeprazol [12] eingesetzt.

Das hier verwendete dreifach deuterierte Omeprazol und 5-Hydroxyomeprazol ist
optimal im Bezug auf eine massenspekirometrische Detektion, da die
Retentionszeiten und sonstigen physikalischen Eigenschaften mit dem nicht-
deuterierten Analyten nahezu identisch sind. Dies wirkt sich positiv auf die Robustheit,
Préazision und Richtigkeit der Methode aus.

Anhand der ermittelten Prézision und Richtigkeit fir Omeprazol und seine Metabolite
wird der Einfluss des internen Standards deutlich. Fir Omeprazol-Sulfon war kein
isotopenmarkiertes Pendant erhaltlich. Aufgrund der anndhernd identischen
Retentionszeit von S-D3-Omeprazol und Omeprazol-Sulfon in unserer Methode fiel die
Wahl auf diesen internen Standard. Dennoch zeichneten sich Unterschiede in
Préazision und Richtigkeit ab. Die Préazision und Richtigkeit lag fir R- und S-Omeprazol
unter 5 % und fur die 5-Hydroxyomeprazol-Enantiomere bei kleiner 7 %, wobei
Omeprazol-Sulfon mit Werten von kleiner 8 % (Prazision in Serie) bzw. kleiner 9 %
(Wiederholprazision) geringfugig schlechtere Ergebnisse erreichte.

Ferner konnte anhand dieser Ergebnisse abermals die richtige Wahl fir die
Normalphasen-Saule bestatigt werden. Im Chromatogramm der untersuchten Saule
im Umkehrphasen-Modus eluierte Omeprazol-Sulfon zu anderen Zeiten als die
anderen Analyten, welches eventuell zu Problemen bei der Prazision und Richtigkeit
gefuhrt hatte.

Anhand der Nachweisgrenze der entwickelten Methode wird zudem die Bedeutung
reiner interner Standards ersichtlich. Die Nachweisgrenzen lagen fir R- und
S-Omeprazol sowie fur Omeprazol-Sulfon bei 0,2 ng/ml und fir R- und
S-5-Hydroxyomeprazol bei 1 ng/ml. Die héheren Nachweisgrenzen fir R- und
S-5-Hydroxyomeprazol resultierten aus geringen Verunreinigungen des internen
Standards Ds-5-Hydroxyomeprazol mit unmarkiertem 5-Hydroxyomeprazol, welches

zu kleinen Peaks im Blind-Chromatogramm flhrte.

Bedingt durch das Ubersprechen des internen Standards Ds-5-Hydroxyomeprazol in

die Massenspur von 5-Hydroxyomeprazol weisen die Kalibriergeraden von R- und
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S-5-Hydroxyomeprazol einen Achsenabschnitt auf und verlaufen nicht durch den
Nullpunkt. Fur die Quantifizierung ergeben sich daraus jedoch keine Probleme. Auch
bei unbekannten Proben gelangt der gleiche Anteil zusatzlich zum Ergebnis und fuhrt

somit wiederum zu richtigen Ergebnissen.

Wie oben beschrieben, konnten mit dieser Methode sehr niedrige Nachweisgrenzen
erreicht werden. Bisher beschrieben nur Kanazawa et al. [17] und Karlsson et al. [11]
Analysen, um sowohl Omeprazol als auch 5-Hydroxyomeprazol enantioselektiv zu
trennen. Bei Karlsson et al. stand vor allem die Optimierung der chiralen Trennung im
Vordergrund, wobei die Bestimmung in biologischen Flissigkeiten eine
untergeordnete Rolle spielte, nicht validiert wurde und somit keine Nachweisgrenzen
lieferte. Kanazawa et al. [17] fuhrten keine vollstandige Validierung der Methode in
biologischen Flussigkeiten durch, ermittelten jedoch eine Nachweisgrenze flr

Omeprazol bei massenspektrometrischer Bestimmung von 2,7 ng.

Die Stabilitat der Analyten Uber mehrere Monate in verschiedenen Medien, wie
Methanol, basischen Puffern und Leerplasma bei —20 °C konnte bereits von anderen
Arbeiten [40-41] bestatigt werden und wurde daher nicht erneut untersucht.

Ferner konnte die Stabilitat von Omeprazol in Leerplasma bei Raumtemperatur tber
mindestens vier Tage sowie die Stabilitat wahrend eines wiederholten Einfrier- und
Auftauprozesses und die Enantiomerenstabilitat von S-Omeprazol ebenfalls von

anderen Autoren bestatigt werden [12].
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4.2 Anwendung der entwickelten Methode

Die schnellen Fortschritte bei der Entschlisselung und Erforschung genetischer
Informationen haben die Pharmakogenetik zu einem wichtigen Zweig der
medizinischen, pharmazeutischen und molekularbiologischen Wissenschaft werden
lassen. Sie verfolgt das Ziel, fir jeden einzelnen Patienten und seine individuelle
genetische Ausstattung eine individualisierte Pharmakotherapie zu finden. Dabei
sollen das Ansprechen auf die Therapie verbessert und unerwinschte
Arzneimittelwirkungen reduziert werden. Der Therapieansatz der personalisierten
Medizin ist sehr attraktiv und weckt hohe Erwartungen, wobei der klinische Nutzen in
vielen Fallen noch nicht eindeutig belegt ist. Es existieren vor allem
pharmakogenetische Studien, die den Einfluss von Genmutationen auf
pharmakokinetische Parameter zeigen [117-119]. Der Nutzen fir den einzelnen
Patienten lasst sich aber nur mit prospektiven, kontrollierten Studien ermitteln, die
bisher jedoch weitestgehend fehlen [120-121].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte prospektive, kontrollierte Studie konnte
zeigen, dass die pharmakogenetische Diagnostik fur sich in den meisten Fallen nicht
ausreichte, die optimale Dosis fur den einzelnen Patienten zu finden.
Aufschlussreicher waren vielmehr die pharmakokinetischen Daten der einzelnen
Patienten. Zum Beispiel konnten trotz niedriger Omeprazol-Dosierungen und der
Charakterisierung als EM teilweise hohe Omeprazol-Plasmakonzentrationen gefunden
werden.

Es wird deutlich, dass der Genstatus nicht allein fur die interindividuelle Variabilitat
verantwortlich ist. Vielmehr spielen weitere Faktoren, wie z. B. das Alter, die Nieren-
und Leberfunktion, das Korpergewicht, Arzneimittelinteraktionen sowie krankheits-
spezifische Besonderheiten eine entscheidende Rolle [54].

Auch andere Autoren konnten zeigen, dass pharmakogenetische Tests zwar einige
aber bei weitem nicht alle unerwiinschten Arzneimittelwirkungen verhindern
kdnnen [122].

Folglich ist ein sorgféltiges sowie vielfaltiges klinisches Monitoring, u. a. mittels TDM,

bedeutsam fir eine verbesserte Therapie.
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4.2.1 Rekrutierung

Die laut Studienprotokoll geplanten 32 Patienten konnten nicht rekrutiert werden.
Anhand der vor Studienbeginn durchgefuhrten Literaturrecherchen und Abschétzung
war mit einer hoheren Zahl an eingeschrankten Metabolisierern (IM, PM) gerechnet
worden. Diese Patientengruppe konnte im klinischen Alltag des Universitatsklinikums
Magdeburg jedoch nur vereinzelt gefunden werden. Eine mdgliche Ursache kdnnte
ein Einweisungs-Bias sein. Denkbar wére, dass die Patienten mit eingeschranktem
Metabolismus (IM, PM) bereits von den niedergelassenen Arzten erfolgreich und
deutlich haufiger mit der kleinsten Standarddosierung einstellbar sind. Folglich wirden
der gastroenterologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Magdeburg vor allem
schwer behandelbare Féalle zugewiesen, die eventuell ihre Medikamente zu schnell
metabolisieren und vor allem zu den EM z&hlen.

Aufgrund des Mangels an Patienten mit eingeschranktem Metabolismus konnte der
laut Studiendesign beschriebene Vergleich zwischen Kontroll- und Interventions-
gruppe nicht durchgefuhrt werden. Alternativ wurde ein Vergleich zwischen EM und IM
mit einer Dosierung von 20 mg Omeprazol sowie den EM mit hoher Dosierung von 2 x

40 mg Omeprazol angestrengt.

Wie erwartet, konnten im Rahmen der Genotypisierung die meisten Patienten als
Trager von zwei Wildtyp-Allelen (EM) charakterisiert werden. Bei rund 84 % wurden
zwei aktive Allele und damit der Extensive-Metabolisierer-Status nachgewiesen. Zu
der Gruppe der IM mit einem aktiven CYP2C19-Allel gehoérten knapp 16 % der
Studienteilnehmer. Der Poor-Metabolisierer-Status mit zwei defizienten Allelen konnte
bei keinem Studienpatienten gefunden werden. Populationsstudien an kaukasischen
Bevolkerungsgruppen ergaben fir die drei Mendelschen Genotypen eine Frequenz
von 73 % fur EM, 26 % fur IM und 2,1 % fur PM [61]. Die Frequenz der CYP2C19-
Genotypen unserer Studie unterschied sich damit deutlich von der in der
kaukasischen Bevolkerung. Urséachlich koénnte der schon zuvor ausgefuhrt
Einweisungs-Bias sein.

Bei unseren Studienpatienten liel3 sich lediglich das CYP2C19*2-Allel finden. Das Allel
CYP2C19*3 war hingegen nicht vertreten. Dieses Ergebnis war nicht verwunderlich,
da bei 85 % aller kaukasischen PM das Allel CYP2C19*2 homozygot vorliegt. Die
Allele CYP2C19*3 bis *8, welche ebenfalls mit einer herabgesetzten Enzymaktivitat
assoziiert sind, kommen dagegen in der kaukasischen Population extrem selten

vor. [5]
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4.2.2 Pharmakokinetische und Pharmakodynamische Unt  ersuchungen

Betrachtungen ausgewahlter Patienten lieBen deutliche Unterschiede im
Metabolisierungsmuster zwischen Patienten mit schnellem Metabolismus (EM) und
eingeschranktem Metabolismus (IM) erkennen. Hingegen unterschieden sich die
pharmakokinetischen Parameter zwischen der gesamten Gruppe der IM und der
Gruppe der EM mit gleicher Dosierung nicht signifikant. Dies kdnnte unter anderem
der kleinen Patientenzahl bei gleichzeitig auftretenden grof3en interindividuellen
Schwankungen geschuldet sein. Zudem besitzen IM neben dem polymorphen Allel ein
funktionsfahiges Allel, welches den Defekt in einem gewissen Rahmen ausgleichen
kann.

Nach der 14-tagigen Omeprazol-Behandlung ergaben sich signifikante Unterschiede
der AUCs von R- und S-Omeprazol sowie deren Metabolite zwischen den Gruppen
mit niedriger Dosierung (IM, EM; 20 mg Omeprazol) und hoher Dosis (EM; 2 x 40 mg
Omeprazol). Dies war aufgrund der deutlich héheren Dosierung nicht unerwartet.
Hingegen konnten am 1. Tag der Behandlung zwischen 20 mg und 40 mg Omeprazol
nur fur einige Metabolite signifikante Unterschiede in der AUC;.12, gefunden werden.
So unterschieden sich nur R-5-Hydroxyomeprazol signifikant sowie S-5-Hydroxy-
omeprazol, dieses jedoch nur in der Gruppe der IM. R- und S-Omeprazol sowie der
Metabolit Omeprazol-Sulfon unterschieden sich dagegen noch nicht signifikant.
Grinde fur dieses Phanomen kodnnten die zu diesem Zeitpunkt geringen
Dosierungsunterschiede von lediglich 20 mg Omeprazol und die relativ geringe
Bioverfluigbarkeit von Omeprazol nach einer einmaligen Gabe sein [123]. Hinzu
kommen die grofRen interindividuellen Schwankungen bei der Bildung von
Omeprazolsulfon.

Die AUC und demgemal die Bioverfugbarkeit von R- und S-Omeprazol nahm in allen
Gruppen innerhalb der 14-tdgigen Behandlung zu, welches bereits in anderen
Arbeiten gezeigt werden konnte [9, 123]. Auffallig war hingegen, dass innerhalb der
Metaboliten ausschliel3lich die AUC von Omeprazol-Sulfon als Metabolit des Enzyms
CYP3A4 wahrend der Behandlung deutlich zunahm. Eine Ausnahme bildeten die EM
mit 20 mg Omeprazol. Dies spricht daftir, dass das Enzym CYP2C19 dosisabhangig
einer Sattigung unterliegt und infolgedessen CYP3A4 bei hoheren Dosen zum
hauptabbauenden Enzym wird. Auch an gesunden Probanden konnte diese Sattigung
von CYP2C19 beobachtet werden [124]. Anhand dieser Erkenntnis liegt die

Schlussfolgerung nahe, dass ab einer bestimmten Dosierung das Enzym CYP2C19
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und somit auch der CYP2C19-Genstatus weniger relevant erscheint. Unter diesem
Gesichtspunkt muss zudem die gleichzeitige Applikation von Arzneimitteln, die als
CYP3A4-Inhibitoren bekannt sind, kritisch tberwacht werden. Uberdosierungen mit
unerwinschten Arzneimittelwirkungen koénnen so vermieden bzw. rechtzeitig
aufgedeckt werden.

Der in friheren Arbeiten sowohl an Lebermikrosomen [7] als auch an gesunden
Probanden [22] beschriebene schnellere Abbau von R-Omeprazol konnte in dieser
Arbeit nicht gezeigt werden. Weder in der HWZ noch in der AUC oder der Cnax Waren
Unterschiede zwischen R-Omeprazol und S-Omeprazol zu erkennen. Folglich
unterstitzen diese Studiendaten nicht den vom Hersteller angegebenen langsameren
Abbau des auch isoliert vermarkteten Enantiomers S-Omeprazols (Nexium®), mit
welchem in der entsprechenden Praparatewerbung argumentativ eine bessere

Wirksamkeit des Enantiomers gegentiber dem Razemat begrindet wird.

Die ermittelten Daten zur Korrelation zwischen dem Geno- und dem Phanotyp
verdeutlichten, dass die genotypisch als EM charakterisierten Patienten zu einem
hohen Prozentsatz jedoch nicht ausnahmslos auch phéanotypisch als solche
charakterisiert werden konnten. Eine Mutation auf einem anderen, in dieser Arbeit
nicht untersuchten, CYP2C19-Allel koénnte eine Erklarung fir diese mangelnde
Korrelation sein. Dabei ist an die Allele CYP2C19*3 bis *8 zu denken, welche
ebenfalls mit einer herabgesetzten Enzymaktivitat assoziiert sind, in der kaukasischen
Bevolkerung jedoch extrem selten vorkommen [60, 125-127]. Ferner werden bisher
noch unentdeckte Allele fir weitere Falle eines eingeschrankten CYP2C19-
Metabolismus verantwortlich gemacht [127].

Der ermittelte CYP2C19-Genotyp IM flhrte nicht unabdingbar zu einem Phénotyp mit
eingeschrankter CYP2C19-Aktivitat. Einerseits konnte das neben dem polymorphen
Allel vorliegende funktionsfahige Allel den Defekt in einem gewissen Rahmen
ausgleichen. Andererseits Ubten eventuell auch nicht-genetische Faktoren einen

Einfluss auf den Phanotyp aus [6].

Anhand der gastrodsophagealen 24-h-pH-Metrie zeigte sich lediglich am 1. Tag der
Behandlung eine signifikant bessere Wirksamkeit der héheren Dosierung von 2 X
40 mg Omeprazol. Dieser Wirksamkeitsvorteil konnte jedoch nach erfolgter 14-tagiger
Behandlung nicht weiter festgestellt werden. Somit wurde mit einer hdheren

Dosierung nach 14-tagiger Behandlung keine bessere Sdurehemmung erreicht als mit
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der niedrigeren. Folglich erscheint es sinnvoll eine Omeprazol-Therapie mit einer
hohen Dosierung zu beginnen und diese spatestens nach 14 Tagen zu reduzieren.
Eine schlussige Erklarung fir diese Vorgehensweise liefert ferner der
Wirkmechanismus der Protonenpumpenhemmer. Durch die irreversible Blockade der
Protonenpumpen [128], reicht nach einer anfanglich hohen Dosierung spater eine
niedrigere aus, um ausschlief3lich die neu gebildeten Protonenpumpen zu blockieren.

4.2.3 Unerwinschte Arzneimittelwirkungen

Im Allgemeinen werden Protonenpumpenhemmer als gut vertraglich und sicher
angesehen [129], weshalb sie haufig ohne klare Indikation, in zu hoher Dosierung und
zu lang verordnet werden. In den letzten Jahren mehren sich jedoch die
Publikationen, welche diese unkritische Verordnungspraxis mit einer erhdhten Rate
von Knochenbriichen, schweren Darminfektionen und Pneumonien assoziieren [26,
130-131].

Mit Hilfe der entwickelten Bestimmungsmethode fir Omeprazol konnten auch in
dieser Arbeit zwei unerwinschte Arzneimittelwirkungen aufgeklart werden, die in
dieser Form zuvor noch nicht beschrieben wurden. Beide unerwiinschte Effekte
zeigten eine Dosisabhéangigkeit.

Protonenpumpeninhibitoren stehen schon langer im Verdacht Rhabdomyolysen zu
verursachen [132], bisher jedoch ohne Hinweise auf eine dosisabhéngige, toxische
Rhabdomyolyse, wie in unserem Fall vermutet. Der zeitliche Zusammenhang
zwischen dem Beginn der Esomeprazol-Therapie und dem Erscheinen der Symptome
unterstitzt unsere Hypothese ebenso wie die klinische Besserung nach Beendigung
der Therapie mit Esomeprazol. Ferner zeigte die retrospektive Evaluation einen
zeitlich um wenige Tage verzigerten Zusammenhang zwischen der Esomeprazol-
Dosis und der Myoglobin-Serumkonzentration (Abbildung 3-41). Zudem war die
berechnete Halbwertszeit von Esomeprazol deutlich erhéht. Sie betrug annahernd das
Vierfache im Vergleich zu Werten von gesunden Kaukasiern [133]. Ursachlich war
vermutlich die verringerte Herzleistung des Patienten (Ejektionsfraktion < 30 %),
welche eine verminderte Leberaktivitat zur Folge hatte.

Des Weiteren wies die Anamnese des Patienten keine Krampfleiden auf und er erhielt
keine Arzneimittel, wie z. B. Statine, die daflr bekannt sind, Rhabdomyolysen
auszulésen. Eine Rhabdomyolyse als direkte Folge der Operation war wegen der

anhaltend hohen Serum-Myoglobin-Konzentrationen zudem wenig wahrscheinlich.
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Der exakte Mechanismus dieser UAW ist nicht bekannt. Die Mdglichkeit einer
idiosynkratischen Reaktion als Ursache der Myopathie [134] kann, aufgrund der
offensichtlichen Korrelation zwischen der Esomeprazol-Dosis und den Myoglobin-
Serumkonzentrationen, vernachlassigt werden. Dies spricht vielmehr fur eine toxische
Arzneimittelreaktion. Moglicherweise ist der Mechanismus der beobachteten
unerwinschten Reaktion in der Skelettmuskulatur vergleichbar mit der Reaktion, die
fur Protonenpumpenhemmer in vaskularen glatten Muskelzellen diskutiert wird [135].
Die Natriumhydrogen-ATPase ist nicht nur in den Schleimhautzellen des Magens zu
finden, sondern auch in vielen anderen Gewebearten. Die ATPase ist verantwortlich
fur die intrazellulare pH-Regulation indem sie saure Aquivalente, z. B. Protonen, aus
der Zelle nach auBBen transportiert.  Mdoglich  scheint, dass eine
Protonenpumpenhemmer-induzierte irreversible Hemmung der Natriumhydrogen-
ATPase zu einem Ubersauerten Zellinneren und damit einer Zellzerstérung, der

Rhabdomyolyse, flhrte.

Im zweiten Fall wurde ein persistierender Husten als konzentrationsabhéngige
unerwinschte Arzneimittelwirkung von Omeprazol beschrieben.

Die drei haufigsten Ausloser eines chronischen Hustens bei einem immun-
kompetenten Nichtraucher sind das postnasale Drip-Syndrom, Asthma und GERD
[136]. Des Weiteren kann nicht nur eine GERD sondern auch ein nicht-saurer Reflux
mit Husten assoziiert sein [137]. Als mogliche pathogene Mechanismen des
refluxbedingten Hustens werden Mikro- und Makroaspirationen, Kehlkopf-
verletzungen, eine erhohte bronchiale Reagibilitatt und eine vagal vermittelte
Reflexbronchokonstriktion diskutiert [138]. Ferner kann ein persistierender Husten
aber auch durch Arzneimittel verursacht sein. Insbesondere ACE-Hemmer sind mit
einer Pravalenz von 5-20 % daflr bekannt, Husten auszuldésen [139].

Innerhalb der ersten sechs Tage der Therapie &ullerte die Patientin keinerlei
Beschwerden. Folglich scheint ein GERD-assoziierter Husten oder ein Husten
ausgeldst durch einen nicht-sauren Reflux eine unwahrscheinliche Erklarung zu sein.
Des Weiteren spricht die mit steigenden Omeprazol-Plasmaspiegeln kontinuierliche
Exazerbation des Hustens fir eine dosisabhdngige unerwiinschte Arzneimittel-
reaktion. Im beschriebenen Fall wurden, im Vergleich zu Referenzwerten von
gesunden Probanden mit einer Dosierung von 20 mg Omeprazol taglich [9, 108],
deutlich héhere Omeprazol-Plasmakonzentrationen erreicht. Eine denkbare Erklarung

hierfir kbnnte eine Interaktion zwischen Omeprazol und Domperidon sein. Sowohl
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Omeprazol als auch Domperidon sind Substrate des P-Glykoproteins [140-141].
Folglich ware eine kompetitive Hemmung des P-Glykoproteins, resultierend in einer
erhohten Omeprazol Absorption, vorstellbar. Es existiert eine Fallbeschreibung einer
Rhabdomyolyse unter der Behandlung des Protonenpumpenhemmers Rabeprazol in
Kombination mit Domperidon [142]. Die Autoren aul3ern sich jedoch nicht hinsichtlich
eines moglichen Mechanismus der Rhabdomyolyse. Eine Interaktion, welche den
Rabeprazol-Plasmaspiegel erhdht, scheint vorstellbar. Ferner kénnte ebenfalls ein
anderer hier nicht untersuchter CYP-Polymorphismus verantwortlich sein.

Eine weitere Fallbeschreibung berichtet Gber einen Patienten mit einem Omeprazol
induzierten hartnackigen Husten, allerdings ohne dass Omeprazol-Plasmaspiegel
bestimmt wurden [143]. Des Weiteren erklart die US-amerikanische Fachinformation
von Omeprazol, dass Husten bei 1,1 % der Studienpopulation auftrat [144].
Interessanterweise wird die unerwiinschte Arzneimittelwirkung des Hustens weder in
der deutschen noch in der britischen Fachinformation erwéhnt [15, 145]. Nutzt man fur
die Beuteilung des Kausalzusammenhangs den Wabhrscheinlichkeitsscore nach
Naranjo, ergibt sich eine ,wahrscheinliche” unerwiinschte Arzneimittelwirkung [146].
Der Mechanismus dieses unerwinschten Ereignisses, zum Beispiel ein direkter
pharmakologischer Effekt von Omeprazol an den Hustenrezeptoren, bedarf noch
weiterer Erforschung. Jedoch scheint ein Klasseneffekt der Protonenpumpenhemmer
vorzuliegen, da auch die amerikanische Fachinformation von Pantopazol eine
Zunahme von Husten als therapiebegleitenden Effekt erwahnt [147].

Dieser Fallbericht beschreibt Husten als unerwiinschtes Arzneimittelereignis von
Omeprazol, welches andererseits haufig fir die Therapie des GERD-bedingten
Hustens verordnet wird. Dementsprechend sollten Arzte wahrend einer Omeprazol-
Therapie auf ein Einsetzen oder eine Verschlimmerung von Husten achten.

Jeder Einsatz von Protonenpumpenhemmern sollte kritisch Uberdacht und die
Dosierung auf die niedrigste effektive Dosis beschréankt werden. Ferner sollte eine
Protonenpumpenhemmer-Therapie wie auch jegliche andere Therapie nur bei
Patienten eingesetzt werden, die sie auch wirklich benotigen.

Dass der Einsatz eingeschrankt werden kann, zeigten Mitarbeiter des Massachusetts
General Hospitals in Boston. Nach der Implementierung einer Leitlinie ging der Anteil
der Patienten, welche in der Klinik einen Protonenpumpenhemmer erhielten, von 27 %
auf 16 % zurlck. Ferner wurden bei der Entlassung anstatt bei 16 % nur noch bei

10 % der Patienten ein Protonenpumpenhemmer verordnet. [148]
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das erste Mal eine Methode entwickelt werden,
welche es ermdoglicht, enantioselektiv sowohl Omeprazol als auch seine beiden
Hauptmetabolite, 5-Hydroxyomeprazol und Omeprazol-Sulfon, quantitativ in humanem
Serum zu bestimmen. Die Probenaufbereitung erfolgte mittels Festphasenextraktion
und lieferte dabei hohe Wiederfindungsraten und reine Extrakte. Nachfolgend fand die
chirale Trennung im Normalphasen-Modus mit tandem-massenspektrometrischer
Detektion statt, wobei die lonisation durch Photonen unter Atmospharendruck erreicht
wurde. Diese Methode lieferte scharfe und symmetrische Peaks und Basislinien-
getrennte Enantiomere von Omeprazol und 5-Hydroxyomeprazol. Ferner erwies sich
die APPI-lonenquelle fur die Effluenten der Normalphasen-HPLC als hervorragend
geeignet und effizient. Die Detektion mittels Massenspektirometrie war zudem
ausreichend selektiv und empfindlich, um ein 24-stiindiges Konzentrations-Zeit-Profil
nach einer einmaligen Applikation von 20 mg Omeprazol zu erstellen. Durch die
Verwendung von Isotopen-gelabelten internen Standards sowohl fir Omeprazol als
auch fur seine Metabolite erzielte die Methode zudem sehr prazise und richtige
Ergebnisse.

Des Weiteren deckt das Verfahren nicht nur die genotypisch bedingte Enzymaktivitat
(CYP3A4- und CYP2C19-Phénotyp) ab, sondern ist auferdem in der Lage

Interaktionen und Organfunktionseinschrankungen zu erfassen.

Mit Hilfe der entwickelten enantioselektiven Methode fir die simultane Bestimmung
von Omeprazol und seiner Metabolite konnte ferner die bisher erste klinische Studie
an kaukasischen GERD-Patienten durchgefuhrt werden, die es ermdglichen sollte,
den Einfluss des Genotyps auf die Pharmakokinetik und —dynamik von Omeprazol
abzuschatzen. Durch die Probleme bei der Rekrutierung wurden jedoch nur wenige
GERD-Patienten mit einem eingeschrankten CYP2C19-Metabolismus gefunden.
Folglich konnte die Auswertung nicht, wie laut Studiendesign geplant, zwischen der
Kontrollgruppe (alle Genotypen) mit Standarddosierung und den beiden
Interventionsgruppen mit Genotyp-basierter Dosierung erfolgen. Alternativ wurden die
eingeschréankten Metabolisierer (IM) in einer Gruppe zusammengefasst und mit den
extensiven Metabolisierern (EM) unterschiedlicher Dosierungen verglichen. Dabei
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Pharmakokinetik der IM und der
EM mit gleicher Dosierung aufgezeigt werden. Hingegen unterschieden sich am
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15. Tag der Behandlung, wie durch die hohere Dosierung erwartet, die AUCs von
Omeprazol und seiner Metabolite zwischen 20 mg (sowohl EM als auch IM) und 2 x
40 mg Omeprazol. Am 1. Tag der Omeprazol-Behandlung konnten indessen zwischen
hoher und niedriger Dosierung nur Unterschiede beim 5-Hydroxy-Metabolit gefunden
werden.

Die mittlere Halbwertszeit von Omeprazol betrug am 1. Behandlungstag 1,2 h und
1,5 h nach 14 Tagen. Ferner konnte eine Steigerung der Bioverfugbarkeit von
R- und S-Omeprazol im Laufe der Behandlung gezeigt werden. Dabei wird das Enzym
CYP2C19 ab einer bestimmten Omeprazol-Konzentration gehemmt und CYP3A4 zum
hauptabbauenden Enzym.

Durch die vorliegende Arbeit konnte zudem der enantioselektive Metabolismus von
Omeprazol sowie die Enantiomerenstabilitit von S-Omeprazol in vivo bestatigt
werden. Ein schnellerer Abbau von R-Omeprazol im Gegensatz zu S-Omeprazol
konnte hingegen nicht festgestellt werden. Auffallig erschien, dass die Bildung des
CYP3A4-Metabolits Omeprazol-Sulfon im Gegensatz zu 5-Hydroxyomeprazol einer
hohen interindividuellen Schwankung unterlag und dieser Metabolit mit einer mittleren
HWZ von 4,6 h deutlich langsamer metabolisiert wurde.

Die pharmakodynamische Analyse ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen IM und EM mit gleicher Dosierung. In allen Gruppen konnte innerhalb der
14-tagigen Behandlung der prozentuale Anteil des Magen-pH-Wertes oberhalb von 4
in 24 h deutlich gesteigert werden. Jedoch veranderte sich der prozentuale Anteil des
Osophagus-pH-Wertes unterhalb von 4 in 24 h (ber dieselbe Zeitspanne nur
unwesentlich. Ferner konnte gezeigt werden, dass sich der mittlere Magen-pH-Wert
nach der 14-tdgigen Behandlung selbst zwischen unterschiedlichen Dosierungen nicht
signifikant unterschied. Da zwischen den Gruppen kein signifikant unterschiedlicher
Einfluss auf den Osophagus-pH-Wert gefunden werden konnte, reicht bei GERD-
Patienten eine Omeprazol-Therapie mit einer niedrigen Dosierung aus. Zudem
konnten mit dieser Strategie dosisabhangige, unerwinschte Arzneimittelwirkungen
vermieden bzw. reduziert werden.

Die Frequenz der ermittelten CYP2C19-Genotypen unserer Studienpopulation betrug
84 % EM, 16 % IM und O % PM und unterschied sich damit deutlich von der der
kaukasischen Bevolkerung. Der mit Hilfe der Pharmakokinetik bestimmte CYP2C19-
Phanotyp korrelierte zudem nur bedingt mit dem CYP2C19-Genotyp. Bei den EM
stimmte der Ph&notyp zu 87 % mit dem Genotyp Uberein, wohingegen nur 2 von 5 IM
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auch phéanotypisch eindeutig als solche charakterisiert werden konnten. Die ermittelte
CYP3A4-Enzymaktivitat wurde bei allen Patienten als hoch eingestuft. Zudem fuhrte
eine eingeschrankte Aktivitat des einen Enzyms meist zu einer hoheren Aktivitat des

Anderen.

Mit Hilfe dieser Arbeit konnten des Weiteren zwei Falle von dosisabhangigen,
unerwinschten Arzneimittelwirkungen durch Protonenpumpenhemmer aufgeklart
werden, die in dieser Form zuvor noch nicht beschrieben wurden.

Selbst bei niedrigen Dosierungen von Omeprazol kbnnen hohe Plasmaspiegel erreicht
werden, die dann in manchen Patienten zu klinisch relevanten unerwinschten
Effekten fihren kdnnen. Ferner beschreibt ein Fallbericht Husten als unerwiinschtes
Arzneimittelereignis von Omeprazol, welches andererseits haufig fur die Therapie des
GERD-bedingten Hustens verordnet wird. Dementsprechend sollten Arzte wahrend
einer Omeprazol-Therapie auf ein Einsetzen oder eine Verschlimmerung von Husten

achten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass anhand dieser kleinen Studie kein Vorteil in der
vorhergehenden Bestimmung des CYP2C19-Genotyps bei einer Omeprazol-Therapie
bei GERD-Patienten gesehen werden kann. Um diese Frage jedoch abschlieRend zu
klaren, mussten gréf3ere Studien mit einer weit héheren Patientenzahl folgen.

Die Pharmakogenetik ist ein wichtiger und zukunftsweisender Forschungszweig, der
jedoch bisher nur sparlich in die klinische Praxis Einzug gehalten hat. Nur in
prospektiven klinischen Studien, die bislang weitestgehend fehlen, kdnnen in Zukunft
genetische Determinanten flr das Ansprechen von Arzneimitteln und das Auftreten
von unerwinschten Arzneimittelwirkungen zuverlassig ermittelt und auf Ihren Nutzen
hin Gberpraft werden.

Die vorliegende Arbeit konnte zudem zeigen, dass selbst ein Patient, der als
extensiver Metabolisierer genotypisiert und mit einer niedrigen Omeprazol-Dosis
behandelt wurde, nicht vor unerwinschten Arzneimitteleffekten geschitzt war. In
diesem Fall erbrachten die pharmakokinetischen Daten weitaus nitzlichere
Erkenntnisse als die Pharmakogenetik. Dementsprechend darf man, bei allen
Moglichkeiten, welche die Pharmakogenetik zu bieten scheint, nicht die Mdglichkeit
eines modernen Arzneimittel Monitorings (TDM) vergessen. Im Vergleich zur
Genotypisierung hat das TDM eine grol3ere Relevanz fur die Dosiseinstellung, die

Therapiesteuerung und das Auffinden von konzentrationsabhangigen UAW.
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Das Therapeutische Drug Monitoring kann, wenn es professionell durchgefihrt wird,
wichtige Hinweise fur die richtige Dosierung von Arzneimitteln liefern. Die
Pharmakotherapie kann so zu jedem Zeitpunkt und unter der zusatzlichen Beachtung

auch nicht-genetischer Einflussfaktoren individualisiert werden.
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7 Anhang

Tabelle 1: Patientencharakteristika aller Patienten
Patient Nr. | Geschlecht [ Alter[Jahre] |Gewicht[kg] [Grofe[m] [BMI [kg/m2] |Grad der GERD | Hiatushernie | Genotyp |Randomisiertin Gruppe
1 01 weiblich 63 69 1,57 28 LA-A nein EM Kontrolle A1
2 02 weiblich 44 57 1,55 24 LA-A ja EM Kontrolle A1
3 03 mannlich 65 104 1,86 30 LA-B ja EM Behandlung B2
4 04 weiblich 68 65 1,65 24 LA-B ja EM Behandlung B2
5 06 weiblich 61 60 1,68 21 LA-A ja EM Kontrolle A1
6 07 mannlich 62 92 1,84 27 LA-A nein IM Kontrolle A2
7 08 weiblich 69 98 1,72 33 LA-A ja IM Kontrolle A2
8 09 weiblich 67 67 1,54 28 LA-B ja EM Kontrolle A1
9 12 weiblich 63 55 1,70 19 LA-A ja IM Kontrolle A2
10 13 weiblich 58 58 1,71 20 LA-A ja EM Behandlung B2
11 14 mannlich 68 86 1,83 26 LA-A ja IM Behandlung B1
12 15 weiblich 68 77 1,69 27 LA-A nein EM Behandlung B2
13 16 mannlich 42 81 1,78 26 LA-A nein EM Kontrolle A1
14 18 mannlich 57 77 1,69 27 LA-B nein EM Behandlung B2
15 20 mannlich 56 103 1,74 34 LA-A ja EM Kontrolle A1
16 21 mannlich 51 86 1,82 26 LA-B nein EM Behandlung B2
17 23 mannlich 63 76 1,60 27 LA-B ja EM Behandlung B2
18 24 mannlich 68 85 1,73 28 LA-A ja EM Behandlung B2
19 25 mannlich 66 69 1,75 23 LA-A ja EM Kontrolle A1
20 27 mannlich 38 81 1,75 26 LA-B ja EM Kontrolle A1
21 28 mannlich 64 70 1,74 23 LA-B ja IM Kontrolle A2
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Anhang

Tabelle 2: Komedikation der einzelnen Patienten wahrend des Studienzeitraums

KOMEDIKATION

EM (wt/wt) 20 mg, Al
Patient 01
Patient 02
Patient 06
Patient 09
Patient 16
Patient 20
Patient 25

Patient 27

= keine

= Ezetimib

= keine

= Valsartan, Triamteren, HCT, Domperidon, Magnesium
= keine

= keine

= keine

= keine

EM (wt/wt) 2 x 40 mg, B2

Patient 03

Patient 04
Patient 13

Patient 15
Patient 18
Patient 21
Patient 23

Patient 24

= Valsartan, Diclofenac, Tamsulosin, ASS, Levothyroxin,

Colecalciferol

= Mesalazin, Salmeterol/Fluticason
= Trazodon

= Enalapril, Thiamazol, Levodopa/Benserazid
= Enoxaparin

= Bisoprolol, HCT

= keine

= Bisoprolol, Tamsulosin

IM (wt/mt) 20 mg, A2/B1

Patient 07
Patient 08
Patient 12
Patient 14

Patient 28

= keine

= Levothyroxin, Candesartan

» Pangrol® (Pankreas-Pulver)

= Nebivolol, Allopurinol, Tamsulosin, ASS, Lercarnidipin

= keine
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Rohdaten

Patient 01, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,25 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,81 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 39,24 33,59 12,10 1,97 9,90
60 132,28 102,85 21,69 13,64 106,80 420,25 382,66 67,17 24,20 136,61
20 450,77 331,66 94,07 42,36 339,53 530,63 489,09 156,11 34,77 209,92
120 274,81 186,47 95,12 27,62 238,84 376,39 343,95 157,12 27,92 174,40
180 92,97 62,75 76,06 13,67 129,19 182,15 175,86 157,38 15,62 108,92
300 21,50 13,12 59,52 4,17 43,56 73,65 71,10 154,04 7,08 54,56
480 2,70 0,00 28,32 0,00 8,95 17,77 18,18 99,07 2,25 18,09
720 0,00 0,00 9,00 0,00 1,83 0,00 0,00 56,72 0,00 3,70
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10,41 0,00 0,00
Patient 01 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 689,73 58,86 450,77
R-Omeprazol, single dose 475,80 45,51 331,66
Omeprazolsulfon, single dose 507,51 153,59 95,12
S-50H-Omeprazol, single dose 78,55 66,54 42,36
R-50H-Omeprazol, single dose 731,43 85,11 339,53
S-Omeprazol, multiple dose 1.256,82 89,22 530,63
R-Omeprazol, multiple dose 105,20 91,62 489,09
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.314,61 291,75 157,38 33>
S-50H-Omeprazol, multiple dose 98,14 107,44 34,77 3
R-50H-Omeprazol, multiple dose 666,93 109,12 209,92 8
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Rohdaten

Patient 02, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 131,55 85,71 52,01 22,85 1,31 73,46 53,14 19,71 11,56 85,69
60 200,94 123,72 110,91 36,28 201,78 105,90 73,84 40,25 17,09 127,86
20 100,43 56,45 102,86 21,58 311,60 287,13 198,43 115,87 42,64 322,20
120 36,47 18,98 76,47 10,25 218,01 122,52 76,46 104,21 24,34 198,68
180 8,07 3,69 34,56 3,37 121,78 36,95 17,44 73,06 9,19 83,88
300 0,00 0,00 11,57 0,00 44,76 4,51 0,00 35,72 1,54 18,85
480 0,00 0,00 3,14 0,00 8,20 0,00 0,00 9,70 0,00 2,57
720 0,00 0,00 0,00 0,00 1,48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Patient 02 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 218,14 25,48 200,94
R-Omeprazol, single dose 128,68 23,38 123,72
Omeprazolsulfon, single dose 264,53 87,34 110,91
S-50H-Omeprazol, single dose 46,43 34,51 36,28
R-50H-Omeprazol, single dose 492,06 53,33 311,60
S-Omeprazol, multiple dose 371,24 38,03 287,13
R-Omeprazol, multiple dose 231,54 25,98 198,43
Omeprazolsulfon, multiple dose 392,45 105,07 115,87
S-50H-Omeprazol, multiple dose 68,27 45,39 42.64
R-50H-Omeprazol, multiple dose 574,45 59,88 322,20
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Rohdaten

Patient 03, EM (2 x 40 mg Omeprazol)

Konzentrationen

Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,79 0,00 50,13 1,26 14,55
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,66 2,95 45,75 1,28 13,95
40 16,43 10,34 2,49 2,51 17,54 802,24 705,57 198,99 68,30 392,26
60 60,29 34,45 26,68 15,11 145,62 492,51 396,42 209,16 50,80 339,33
20 108,42 61,65 44,49 24,74 223,40 362,56 284,50 229,42 39,75 276,28
120 125,57 72,91 55,06 27,50 280,16 269,13 205,83 198,64 34,17 238,85
180 32,27 15,83 33,91 9,61 125,87 147,71 97,34 199,31 20,25 147,75
300 10,94 6,07 16,72 3,55 52,64 56,68 31,95 155,91 8,52 66,24
480 0,00 0,00 5,96 0,00 16,14 8,06 3,51 89,50 1,69 16,21
720 0,00 0,00 0,00 0,00 2,75 0,00 0,00 43,31 0,00 3,52
1440 0,00 0,00 6,32 0,00 3,99 18,82 10,54 88,38 4,49 39,44
Patient 03 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 254,98 53,70 125,57
R-Omeprazol, single dose 142,38 53,41 72,91
Omeprazolsulfon, single dose 189,10 119,71 55,06
S-50H-Omeprazol, single dose 63,46 63,39 27,50
R-50H-Omeprazol, single dose 771,25 98,47 280,16
S-Omeprazol, multiple dose 1.252,20 72,03 802,24
R-Omeprazol, multiple dose 938,63 62,30 705,57
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.530,19 227,38 229,42
S-50H-Omeprazol, multiple dose 147,96 86,08 68,30
R-50H-Omeprazol, multiple dose 1.049,21 98,74 392,26
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Rohdaten

Patient 04, EM (2 x 40 mg Omeprazol) Konzentratio nen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 75,44 1,27 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 69,69 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 63,64 0,00 0,00
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 56,70 0,00 1,26
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 55,25 0,00 1,29
120 219,48 147,41 60,12 54,32 418,93 9,52 7,82 50,27 1,30 5,32
180 37,70 19,85 35,57 10,33 114,61 603,26 576,71 315,17 48,52 274,17
300 45,41 24,12 75,11 12,90 128,51 143,22 140,40 355,78 15,35 98,03
480 0,00 0,00 14,67 0,00 12,07 15,98 17,14 232,92 2,88 21,91
720 0,00 0,00 3,09 0,00 2,16 0,00 0,00 81,26 0,00 3,32
1440 0,00 0,00 12,05 0,00 2,37 2,82 0,00 90,48 0,00 6,56
Patient 04 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 334,67 95,20 219,48
R-Omeprazol, single dose 200,63 82,64 147,41
Omeprazolsulfon, single dose 343,74 91,96 75,11
S-50H-Omeprazol, single dose 88,48 105,32 54,32
R-50H-Omeprazol, single dose 853,97 81,62 418,93
S-Omeprazol, multiple dose 1.326,01 57,24 603,26
R-Omeprazol, multiple dose 1.281,92 59,16 576,71
Omeprazolsulfon, multiple dose 2.485,85 194,54 355,78
S-50H-Omeprazol, multiple dose 122,42 73,70 48,52
R-50H-Omeprazol, multiple dose 744,83 86,11 274,17
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Rohdaten

Patient 06, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol sulfon Omeprazol Omeprazol Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 231,48 175,74 64,72 32,90 208,42
90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 89,54 53,80 58,89 19,69 139,47
120 18,12 9,84 3,26 4,01 24,47 103,87 68,75 61,22 21,21 148,68
180 169,31 82,99 79,40 37,43 286,45 21,97 11,54 40,86 7,32 58,25
300 13,41 6,36 33,01 5,66 61,25 58,77 36,56 52,52 11,50 82,53
480 0,00 0,00 5,51 0,00 6,57 3,67 0,00 22,57 1,80 14,99
720 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 513 0,00 1,46
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Patient 06 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 301,08 - 169,31
R-Omeprazol, single dose 147,76 - 82,99
Omeprazolsulfon, single dose 223,37 77,22 79,40
S-50H-Omeprazol, single dose 73,30 - 37,43
R-50H-Omeprazol, single dose 624,15 55,15 286,45
S-Omeprazol, multiple dose 412,62 84,99 231,48
R-Omeprazol, multiple dose 260,99 114,45 175,74
Omeprazolsulfon, multiple dose 384,39 124,39 64,72 %
S-50H-Omeprazol, multiple dose 85,60 114,85 32,90 QZJT
R-50H-Omeprazol, multiple dose 617,89 72,11 208,42 8
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Rohdaten

Patient 07, IM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,02 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,45 0,00 0,00
40 19,85 16,64 4,45 2,18 8,89 0,00 0,00 3,63 0,00 0,00
60 114,12 103,69 59,19 14,60 91,41 240,80 244,04 79,47 19,46 83,58
20 198,22 181,54 134,30 23,67 152,06 236,24 250,22 178,99 20,68 106,97
120 118,35 107,48 126,07 16,63 115,53 154,01 165,42 154,33 16,05 88,98
180 46,83 40,84 97,42 8,31 70,62 93,31 105,69 152,28 11,02 67,64
300 8,44 7,56 58,89 2,52 22,72 28,23 32,92 122,82 4,42 28,83
480 0,00 0,00 32,09 0,00 5,41 3,79 5,01 71,17 0,00 6,64
720 0,00 0,00 12,21 0,00 0,00 0,00 0,00 36,63 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 521 0,00 0,00
Patient 07 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 333,81 47,43 198,22
R-Omeprazol, single dose 300,67 47,32 181,54
Omeprazolsulfon, single dose 618,15 181,52 134,30
S-50H-Omeprazol, single dose 49,94 65,24 23,67
R-50H-Omeprazol, single dose 385,70 80,57 152,06
S-Omeprazol, multiple dose 558,58 64,68 240,80
R-Omeprazol, multiple dose 610,04 68,04 250,22
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.099,47 254,83 178,99
S-50H-Omeprazol, multiple dose 58,15 95,32 20,68
R-50H-Omeprazol, multiple dose 352,10 89,21 106,97
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Rohdaten

Patient 08, IM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 15,32 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13,58 0,00 0,00
40 18,39 14,88 0,00 0,00 7,80 0,00 0,00 12,53 0,00 0,00
60 153,38 128,60 19,85 10,84 74,69 0,00 0,00 12,00 0,00 0,00
20 163,90 129,07 39,27 13,08 101,23 6,19 5,89 15,11 0,00 1,73
120 170,11 141,05 41,59 14,16 113,43 14,67 13,57 14,25 0,00 513
180 101,93 79,48 54,29 9,13 85,36 27,03 25,42 19,73 1,41 11,24
300 57,13 42,11 48,87 5,39 45,58 158,14 147,31 54,28 9,88 66,79
480 18,54 12,32 39,98 1,79 18,47 121,79 118,65 85,51 7,80 56,25
720 0,00 0,00 24,49 0,00 2,90 17,88 17,56 91,55 1,30 14,94
1440 0,00 0,00 3,53 0,00 0,00 0,00 0,00 39,16 0,00 0,00
Patient 08 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 640,73 115,91 170,11
R-Omeprazol, single dose 496,93 105,52 141,05
Omeprazolsulfon, single dose 451,69 270,17 54,29
S-50H-Omeprazol, single dose 35,60 123,65 14,16
R-50H-Omeprazol, single dose 482,11 115,02 113,43
S-Omeprazol, multiple dose 912,02 129,77 158,14
R-Omeprazol, multiple dose 869,89 132,77 147,31
Omeprazolsulfon, multiple dose 682,17 - 91,55
S-50H-Omeprazol, multiple dose 56,73 139,43 9,88
R-50H-Omeprazol, multiple dose 415,32 188,80 66,79
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Rohdaten

Patient 09, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,68 64,78 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,64 54,29 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 285,53 277,13 99,08 10,91 41,26
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 746,75 736,83 232,78 29,58 121,20
20 55,02 47,47 15,39 2,75 16,75 575,79 586,80 263,27 24,63 110,35
120 761,76 682,00 248,65 39,43 219,75 425,35 445,56 270,66 20,24 97,35
180 343,94 306,45 248,00 25,55 153,78 270,02 316,78 314,52 14,68 73,03
300 115,58 116,52 291,27 10,08 67,55 132,92 183,71 243,37 7,37 42,00
480 32,10 35,94 248,92 3,10 23,20 52,12 85,93 198,71 3,28 21,87
720 5,79 7,66 225,58 0,00 6,83 11,70 24,44 130,63 1,40 8,90
1440 0,00 0,00 45,61 0,00 0,00 0,00 0,00 44,08 0,00 0,00
Patient 09 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 1.527,63 97,23 761,76
R-Omeprazol, single dose 1.427,31 106,99 682
Omeprazolsulfon, single dose 2.616,74 1159,50 291,27
S-50H-Omeprazol, single dose 105,34 97,78 39,43
R-50H-Omeprazol, single dose 667,58 127,50 219,75
S-Omeprazol, multiple dose 1.959,35 120,15 746,75
R-Omeprazol, multiple dose 2.314,26 146,00 736,83
Omeprazolsulfon, multiple dose 2.531,12 440,84 314,52
S-50H-Omeprazol, multiple dose 98,29 176,26 29,58
R-50H-Omeprazol, multiple dose 501,79 187,48 121,2
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Rohdaten

Patient 12, IM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,73 0,00 0,00
20 10,01 5,75 0,00 0,00 6,72 0,00 0,00 4,12 0,00 0,00
40 65,41 41,83 18,05 9,26 72,92 175,09 136,02 49,29 15,09 90,50
60 87,57 53,88 28,00 12,14 102,43 387,85 303,46 133,45 31,39 201,35
20 48,73 27,53 27,30 8,38 76,90 376,26 285,01 142,23 30,40 201,04
120 23,93 12,33 21,07 4,99 50,75 274,25 188,09 177,12 25,06 164,35
180 7,49 3,40 16,46 2,08 25,14 120,43 81,33 168,47 14,32 98,67
300 0,00 0,00 7,81 0,00 6,00 29,87 18,28 117,62 4,63 32,02
480 0,00 0,00 3,13 0,00 2,60 4,23 2,43 70,98 0,00 7,22
720 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 27,02 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 4,22 0,00 2,04 0,00 0,00 2,68 0,00 0,00
Patient 12 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 115,53 33,59 87,57
R-Omeprazol, single dose 66,66 29,92 53,88
Omeprazolsulfon, single dose 102,43 515,98 28,00
S-50H-Omeprazol, single dose 19,26 46,49 12,14
R-50H-Omeprazol, single dose 207,96 266,74 102,43
S-Omeprazol, multiple dose 885,49 62,23 387,85
R-Omeprazol, multiple dose 632,80 59,43 303,46
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.128,23 208,73 177,12
S-50H-Omeprazol, multiple dose 85,29 73,85 31,39
R-50H-Omeprazol, multiple dose 415,32 80,13 201,35
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Rohdaten

Patient 13, EM (2 x 40 mg Omeprazol) Konzentratio nen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 23,35 13,86 81,85 4,93 40,31
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 20,72 12,99 79,50 4,62 31,24
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1292,57 1245,03 396,05 91,92 480,67
60 0,00 0,00 0,00 0,00 7,24 841,88 806,43 415,65 74,91 420,87
90 0,00 0,00 0,00 0,00 3,49 549,25 489,53 426,18 56,58 337,75
120 4,69 0,00 3,52 0,00 18,09 386,08 338,33 489,47 44,62 288,02
180 142,37 72,30 162,11 40,11 464,26 171,75 141,19 396,76 25,34 171,42
300 24,63 14,68 40,36 9,28 118,53 33,96 25,26 256,23 7,71 54,83
480 0,00 0,00 6,49 0,00 19,07 3,55 2,54 133,52 1,72 11,28
720 0,00 0,00 0,00 0,00 2,27 0,00 0,00 47,07 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 9,83 0,00 22,46 14,96 10,59 85,85 4,07 39,13
Patient 13 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 278,66 - 142,37
R-Omeprazol, single dose 145,15 - 72,30
Omeprazolsulfon, single dose 369,43 64,89 162,11
S-50H-Omeprazol, single dose 83,36 - 40,11
R-50H-Omeprazol, single dose 1.082,38 73,83 464,26
S-Omeprazol, multiple dose 1.716,44 53,13 1.292,57
R-Omeprazol, multiple dose 1.544,70 50,97 1.245,03
Omeprazolsulfon, multiple dose 2.724,39 178,57 489,47
S-50H-Omeprazol, multiple dose 189,66 76,14 91,92
R-50H-Omeprazol, multiple dose 1.173,33 76,67 480,67
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Rohdaten

Patient 14, IM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,58 51,95 0,00 1,59
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,17 4,59 48,81 0,00 1,59
40 31,08 29,52 4,02 0,00 5,17 418,67 414,20 110,41 14,69 43,50
60 361,90 365,24 94,39 20,07 105,07 433,42 481,16 160,94 20,71 80,37
90 280,45 291,05 117,64 17,29 101,58 332,78 381,33 160,20 15,86 68,87
120 252,60 262,69 146,65 17,07 107,45 275,53 326,54 188,09 14,37 67,69
180 156,44 172,94 142,07 11,37 85,69 201,55 256,52 190,39 11,21 59,61
300 53,15 64,57 126,76 4,80 42,19 112,77 153,39 171,33 7,22 41,34
480 15,96 21,86 106,45 1,83 16,06 36,78 65,26 154,56 2,88 21,98
720 5,82 7,75 79,69 0,00 5,98 12,76 25,33 116,08 1,30 10,76
1440 0,00 0,00 19,90 0,00 0,00 0,00 0,00 41,78 0,00 0,00
Patient 14 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 927,11 106,47 361,90
R-Omeprazol, single dose 1.018,68 114,89 365,24
Omeprazolsulfon, single dose 1.271,74 387,58 146,65
S-50H-Omeprazol, single dose 65,32 111,39 20,07
R-50H-Omeprazol, single dose 479,42 140,62 107,45
S-Omeprazol, multiple dose 1.434,86 132,27 433,42
R-Omeprazol, multiple dose 1.825,87 160,05 481,16
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.837,45 503,84 190,39
S-50H-Omeprazol, multiple dose 79,88 169,97 20,71
R-50H-Omeprazol, multiple dose 425,54 216,76 80,37
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Rohdaten

Patient 15, EM (2 x 40 mg Omeprazol) Konzentratio nen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 45,06 48,87 222,09 5,70 38,91
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 38,04 39,99 222,29 4,62 33,15
40 18,68 15,30 7,72 1,99 22,20 430,05 395,03 262,23 18,48 84,53
60 137,21 108,24 51,93 21,56 197,26 1342,21 1348,03 553,76 67,29 269,85
20 90,11 66,23 43,50 14,68 152,02 957,57 1010,87 569,96 54,92 224,06
120 67,74 49,91 40,24 12,84 139,71 697,71 787,82 592,13 41,41 193,46
180 19,43 11,46 26,30 4,08 56,75 453,40 560,35 641,29 29,55 146,59
300 238,85 187,72 110,44 34,41 296,63 208,68 288,92 609,29 15,78 88,19
480 54,49 40,85 75,78 9,51 90,28 57,52 86,12 467,94 6,84 46,57
720 3,06 0,00 24,98 0,00 10,67 7,41 11,05 251,36 0,00 9,54
1440 24,04 16,48 142,51 3,96 34,19 15,48 17,42 257,17 2,69 22,90
Patient 15 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 982,83 66,25 238,85
R-Omeprazol, single dose 750,61 - 187,72
Omeprazolsulfon, single dose 707,05 192,67 110,44
S-50H-Omeprazol, single dose 152,11 - 34,41
R-50H-Omeprazol, single dose 1.435,12 86,97 296,63
S-Omeprazol, multiple dose 3.147,79 92,02 1342,21
R-Omeprazol, multiple dose 3.702,41 98,90 1348,03
Omeprazolsulfon, multiple dose 5.785,20 324,79 641,29
S-50H-Omeprazol, multiple dose 203,15 142,65 67,29
R-50H-Omeprazol, multiple dose 1.038,57 143,93 269,85
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Rohdaten

Patient 16, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,31 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,03 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,65 0,00 0,00
60 78,69 63,09 31,38 11,67 86,70 336,44 316,05 88,68 30,45 156,83
20 185,10 142,72 86,95 27,96 182,13 318,23 305,93 174,91 30,51 183,80
120 165,80 121,04 119,65 25,91 197,61 195,30 177,63 133,56 22,28 146,48
180 56,60 37,30 77,02 13,74 118,94 104,62 88,28 160,03 13,16 93,71
300 9,81 5,99 46,37 3,23 35,46 30,21 22,91 93,81 4,63 34,48
480 0,00 0,00 18,51 0,00 5,35 5,48 3,80 74,01 0,00 6,74
720 0,00 0,00 6,04 0,00 0,00 0,00 0,00 37,63 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,85 0,00 0,00
Patient 16 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 359,37 4457 185,1
R-Omeprazol, single dose 259,56 42,03 142,72
Omeprazolsulfon, single dose 454,72 145,60 119,65
S-50H-Omeprazol, single dose 67,01 59,56 27,96
R-50H-Omeprazol, single dose 561,46 66,96 197,61
S-Omeprazol, multiple dose 698,54 69,85 336,44
R-Omeprazol, multiple dose 621,92 65,02 316,05
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.036,16 275,63 174,91
S-50H-Omeprazol, multiple dose 76,07 79,44 30,51
R-50H-Omeprazol, multiple dose 518,00 78,79 183,8
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Rohdaten

Patient 18, EM (2x 40 mg Omeprazol) Konzentration en
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 361,62 0,00 0,00 104,18 121,81 343,72 11,35 56,14
20 0,00 0,00 191,14 0,00 0,00 87,00 102,88 310,72 10,40 47,44
40 0,00 0,00 267,03 0,00 0,00 82,99 98,46 357,79 8,78 41,93
60 0,00 0,00 256,55 0,00 0,00 92,83 103,10 320,05 10,52 43,47
90 51,51 43,80 216,09 4,86 7,07 204,51 197,60 303,18 15,61 57,83
120 217,05 193,44 203,37 11,01 36,14 431,18 387,15 305,24 22,77 82,41
180 444,79 412,70 250,05 26,54 91,19 776,48 746,31 363,68 42,08 138,11
300 814,47 822,96 364,93 43,39 139,07 419,04 482,95 484,72 36,77 121,87
480 324,61 376,44 458,08 30,14 99,48 173,45 233,71 509,92 18,33 73,34
720 83,48 124,63 410,03 11,33 52,14 34,65 54,88 422,29 6,14 30,43
1440 33,72 48,60 449,12 7,04 30,14 50,45 67,71 337,62 8,80 35,77
Patient 18 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 4.195,01 127,50 814,47
R-Omeprazol, single dose 4.410,24 154,03 822,96
Omeprazolsulfon, single dose 4.291,25 - 458,08
S-50H-Omeprazol, single dose 287,13 213,63 43,39
R-50H-Omeprazol, single dose 967,58 294,32 139,07
S-Omeprazol, multiple dose 3.427,03 120,99 776,48
R-Omeprazol, multiple dose 3.774,11 143,40 746,31
Omeprazolsulfon, multiple dose 5.180,68 - 509,92
S-50H-Omeprazol, multiple dose 269,00 162,04 42,08
R-50H-Omeprazol, multiple dose 977,33 208,58 138,11
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Rohdaten

Patient 20, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,69 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,68 0,00 0,00
40 17,62 16,57 6,95 1,29 21,40 0,00 0,00 4,01 0,00 0,00
60 188,44 183,46 75,24 24,67 199,69 31,51 28,53 9,88 1,80 13,73
20 165,09 144,40 129,50 20,14 185,34 268,40 259,43 123,92 22,34 167,08
120 100,10 81,73 127,23 13,71 139,71 207,19 187,02 123,75 19,07 128,53
180 36,44 25,45 74,68 5,92 74,93 67,47 51,99 120,32 7,61 63,90
300 7,87 5,01 42,02 1,22 26,48 64,85 51,86 111,27 6,53 51,44
480 0,00 0,00 24,59 0,00 4,76 12,15 7,31 89,26 0,00 15,68
720 0,00 0,00 9,68 0,00 0,00 0,00 0,00 41,32 0,00 2,63
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,90 0,00 0,00
Patient 20 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 317,01 48,07 188,44
R-Omeprazol, single dose 266,82 44,50 183,46
Omeprazolsulfon, single dose 516,60 187,99 129,5
S-50H-Omeprazol, single dose 43,08 51,76 24,67
R-50H-Omeprazol, single dose 483,73 74,22 199,69
S-Omeprazol, multiple dose 608,68 93,69 268,4
R-Omeprazol, multiple dose 515,20 81,81 259,43
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.016,45 519,33 123,92
S-50H-Omeprazol, multiple dose 53,97 114,54 22,34
R-50H-Omeprazol, multiple dose 470,32 97,64 167,08
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Rohdaten

Patient 21, EM (2 x 40 mg Omeprazol) Konzentratio nen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 31,61 22,34 51,02 5,69 40,05
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 20,82 14,06 85,38 4,61 30,23
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 18,21 12,72 143,55 4,55 24,55
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,77 16,91 102,39 4,06 23,95
20 2,83 0,00 0,00 0,00 2,87 51,33 43,38 149,80 6,32 36,58
120 6,03 3,87 2,84 0,00 11,96 88,59 77,48 157,62 9,38 58,02
180 112,67 78,26 45,98 22,75 196,35 48,68 38,54 173,23 6,91 42,29
300 57,36 35,14 62,32 18,38 166,46 74,98 60,43 145,48 8,22 59,67
480 16,17 9,37 33,56 4,93 57,45 76,44 65,22 115,52 9,09 55,02
720 0,00 0,00 15,67 0,00 12,28 126,26 116,56 162,06 15,08 93,17
1440 14,57 8,08 99,72 3,90 37,52 19,94 22,51 370,40 4,60 32,69
Patient 21 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 374,93 106,38 112,67
R-Omeprazol, single dose 240,94 97,68 78,26
Omeprazolsulfon, single dose 375,68 211,27 62,32
S-50H-Omeprazol, single dose 97,34 131,47 22,75
R-50H-Omeprazol, single dose 946,69 111,46 196,35
S-Omeprazol, multiple dose 900,41 - 126,26
R-Omeprazol, multiple dose 769,79 - 116,56
Omeprazolsulfon, multiple dose 1.672,77 - 173,23
S-50H-Omeprazol, multiple dose 108,78 - 15,08
R-50H-Omeprazol, multiple dose 688,20 - 93,17
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Rohdaten

Patient 23, EM (2 x 40 mg Omeprazol) Konzentratio nen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,39 15,01 272,11 0,00 3,90
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,19 14,09 285,87 0,00 3,45
40 93,13 93,41 25,07 3,97 22,24 13,56 22,52 235,92 0,00 4,47
60 777,83 774,60 149,50 32,51 136,23 27,14 34,56 234,29 0,00 5,03
90 862,93 923,60 315,71 39,00 187,48 36,20 45,90 283,66 2,64 7,59
120 658,87 737,25 315,59 35,09 165,00 538,98 550,64 331,39 19,69 52,95
180 453,52 563,12 401,92 24,24 127,32 800,31 923,28 527,66 35,05 105,57
300 222,65 328,86 423,25 13,62 74,43 353,29 566,14 607,71 19,41 76,41
480 74,15 142,35 386,04 4,37 36,76 111,12 261,24 591,14 7,35 41,32
720 17,85 45,38 275,68 1,40 14,71 22,90 82,88 415,11 2,18 18,25
1440 95,05 181,67 343,51 6,05 37,45 53,42 143,67 520,19 5,86 29,67
Patient 23 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 2.815,60 115,26 862,93
R-Omeprazol, single dose 3.627,16 146,91 923,6
Omeprazolsulfon, single dose 4.029,23 665,58 423,25
S-50H-Omeprazol, single dose 149,32 128,60 39,0
R-50H-Omeprazol, single dose 817,29 179,67 187,48
S-Omeprazol, multiple dose 2.958,14 106,34 800,31
R-Omeprazol, multiple dose 4.345,49 151,14 923,28
Omeprazolsulfon, multiple dose 5.917,02 738,90 607,71
S-50H-Omeprazol, multiple dose 147,26 134,09 35,05
R-50H-Omeprazol, multiple dose 579,38 203,32 105,57
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Rohdaten

Patient 24, EM (2 x 40 mg Omeprazol) Konzentratio nen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 39,36 17,78 142,20 9,25 69,55
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 29,68 13,73 116,75 6,98 56,64
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 25,16 12,10 113,29 6,38 49,93
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 19,44 8,19 109,07 4,85 42,17
20 3,19 0,00 0,00 0,00 7,01 35,00 22,82 114,60 6,63 46,05
120 14,51 7,02 6,31 3,37 44,89 548,47 454,96 223,21 51,02 308,57
180 310,48 186,62 38,64 63,88 534,17 529,36 421,20 314,00 56,33 361,23
300 103,99 53,93 32,21 31,87 353,86 196,60 136,43 289,51 30,60 197,42
480 9,30 4,29 11,41 3,99 80,75 46,80 28,36 207,83 10,08 69,35
720 0,00 0,00 2,81 0,00 12,79 6,89 3,59 126,23 2,10 17,49
1440 2,84 0,00 16,92 0,00 34,08 6,30 0,00 126,98 2,34 14,69
Patient 24 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 770,71 58,60 310,48
R-Omeprazol, single dose 435,05 54,61 186,62
Omeprazolsulfon, single dose 188,79 119,32 38,64
S-50H-Omeprazol, single dose 191,98 73,54 63,88
R-50H-Omeprazol, single dose 2.031,30 87,82 534,17
S-Omeprazol, multiple dose 1.924,87 86,87 548,47
R-Omeprazol, multiple dose 1.446,91 80,05 454,96
Omeprazolsulfon, multiple dose 2.545,12 349,75 314,0
S-50H-Omeprazol, multiple dose 250,04 108,52 56,33
R-50H-Omeprazol, multiple dose 1.632,16 120,15 361,23
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Rohdaten

Patient 25, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 68,91 52,93 8,66 7,10 47,01
120 6,63 4,41 0,00 0,00 14,08 97,70 66,43 54,57 17,47 146,42
180 0,00 0,00 0,00 0,00 7,11 30,25 16,26 41,79 6,99 73,22
300 48,24 29,64 40,11 12,78 147,96 24,06 13,24 49,46 5,66 56,75
480 0,00 0,00 8,34 0,00 16,22 0,00 0,00 16,87 0,00 7,81
720 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 0,00 4,38 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Patient 25 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 125,57 - 48,24
R-Omeprazol, single dose 77,41 - 29,64
Omeprazolsulfon, single dose 129,47 - 40,11
S-50H-Omeprazol, single dose 31,95 - 12,78
R-50H-Omeprazol, single dose 451,89 68,19 147,96
S-Omeprazol, multiple dose 213,25 99,80 97,70
R-Omeprazol, multiple dose 133,77 87,46 66,43
Omeprazolsulfon, multiple dose 299,39 120,27 54,57
S-50H-Omeprazol, multiple dose 41,29 123,38 17,47
R-50H-Omeprazol, multiple dose 412,35 90,10 146,42
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Rohdaten

Patient 27, EM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 187,37 126,89 110,87 38,06 318,09
60 5,42 2,90 0,00 0,00 8,51 111,19 65,17 97,85 25,63 254,88
20 24,03 12,79 8,61 4,91 60,25 48,89 25,12 67,56 14,05 162,29
120 12,11 6,20 8,08 2,67 44,79 24,79 12,83 50,18 8,84 116,17
180 36,01 20,06 16,19 9,42 109,70 8,37 3,97 26,12 3,13 60,07
300 36,88 19,47 24,52 9,52 130,95 5,45 2,87 15,38 0,00 27,77
480 0,00 0,00 4,10 0,00 16,41 0,00 0,00 4,19 0,00 3,78
720 0,00 0,00 0,00 0,00 1,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Patient 27 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 169,58 - 36,88
R-Omeprazol, single dose 91,03 - 20,06
Omeprazolsulfon, single dose 110,30 - 24,52
S-50H-Omeprazol, single dose 42,39 - 9,52
R-50H-Omeprazol, single dose 619,63 65,26 130,95
S-Omeprazol, multiple dose 178,68 50,80 187,37
R-Omeprazol, multiple dose 105,20 48,16 126,89
Omeprazolsulfon, multiple dose 241,97 101,04 110,87
S-50H-Omeprazol, multiple dose 41,87 41,33 38,06
R-50H-Omeprazol, multiple dose 554,63 71,26 318,09
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Rohdaten

Patient 28, IM (20 mg Omeprazol) Konzentrationen
Zeitpunkt S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H- S- R- Omeprazol- | S-50H- R-50H-
[min] Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | Omeprazol | sulfon Omeprazol | Omeprazol
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Tag 1 (single dose) Tag 15 (multiple dose)
-10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,38 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,86 0,00 0,00
40 87,36 71,75 15,18 9,91 55,05 66,15 57,72 16,53 5,50 29,09
60 319,91 257,41 219,41 39,45 262,00 374,02 317,52 76,33 30,68 179,68
20 158,93 100,31 230,51 21,51 160,78 339,23 284,43 187,42 31,01 182,43
120 Blutabnahme nicht mdglich 276,25 210,28 129,36 26,33 166,03
180 59,21 33,88 138,62 11,43 83,32 121,90 79,86 53,54 14,64 95,09
300 8,01 4,05 92,27 2,39 19,79 30,78 19,62 117,14 4,95 32,62
480 0,00 0,00 35,02 0,00 3,64 5,41 2,88 48,39 1,33 7,41
720 0,00 0,00 4,19 0,00 0,00 0,00 0,00 44,66 0,00 1,35
1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,72 0,00 0,00
Patient 28 AUC [ng*h/ml] HWZ [min] Cmax [ng/ml]
S-Omeprazol, single dose 409,20 46,83 319,91
R-Omeprazol, single dose 274,16 42,14 257,41
Omeprazolsulfon, single dose 897,64 93,14 230,51
S-50H-Omeprazol, single dose 63,73 62,55 39,45
R-50H-Omeprazol, single dose 465,43 68,65 262,0
S-Omeprazol, multiple dose 789,08 64,10 374,02
R-Omeprazol, multiple dose 596,30 62,77 317,52
Omeprazolsulfon, multiple dose 1059,79 237,63 187,42
S-50H-Omeprazol, multiple dose 85,41 84,11 31,01
R-50H-Omeprazol, multiple dose 529,36 86,76 182,43
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