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1 ALLGEMEINER TEIL

1.1 Einleitung

Methylphenidat ist das Medikament der ersten Wahl zur Behandlung des
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatssyndroms (ADHS) im Kindes- und Jugendalter.
Auch in der Behandlung von Erwachsenen, die seit der Kindheit unter ADHS leiden,
wird es immer haufiger eingesetzt (Searight et al. 2000). Methylphenidat ist ein dem
Amphetamin &hnlicher Stoff, der durch die Blockade des Dopamin- und des
Noradrenalin-Transporters den Reuptake von Dopamin und Noradrenalin aus dem
synaptischen Spalt hemmt. AuRerdem ist Methylphenidat zur medikamentdsen Therapie
von Narkolepsie im Erwachsenenalter zugelassen.

Obwohl bekannt ist, dass eine pharmakokinetische Wechselwirkung zwischen
Methylphenidat und Alkohol besteht, wurde die Interaktion der kombinierten Einnahme
beider Substanzen bisher nicht ausreichend untersucht. In den USA wurde 1999 in zwei
Fallen der Uberdosierung von Methylphenidat und gleichzeitigem Alkoholkonsum
neben den bekannten Abbauprodukten Ritalinsdure, p-Hydroxymethylphenidat u.a. ein
neuer aktiver Metabolit, das Ethylphenidat, gefunden (Markowitz et al. 1999). Analog
zu den Versuchen bei gleichzeitiger Einnahme von Kokain und Alkohol, wird eine
Metabolisierung von Methylphenidat zu Ethylphenidat durch eine Carboxylesterase in
der Leber angenommen (Boyer, Petersen 1992). In einer darauffolgenden Studie wurden
in Blutplasma und Urinproben Methylphenidat naiver Probanden, die Methylphenidat
(20 mg) 30 Minuten vor Alkohol (0,6 Promille) konsumierten, die pharmakokinetischen
Eigenschaften des Methylphenidats, des gebildeten Ethylphenidats und des reguldren
primdren Abbauprodukts Ritalinsgure bestimmt (Markowitz et al. 2000). Dabei wurde
aber nicht beachtet, in wie weit sich das Verhaltnis von Ethylphenidat zu
Methylphenidat und dessen Abbauprodukten andert, sollte die Einnahmereihenfolge der
Prifsubstanzen Methylphenidat und Ethanol variiert werden. Von Kokain ist bekannt,
dass sich bei Veranderung der Einnahmereihenfolge von Kokain und Ethanol
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der Analyte Kokain, Kokaethylen und
Benzoylecgonin adndern (Farré et al. 1993; McCance-Katz et al. 1993). Ob dies auch fur



Methylphenidat und Ethanol zutrifft, soll durch die vorliegende Arbeit Gberpruft

werden.

1.2 Definition und Klassifikation des ADHS

Das Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatssyndrom bzw. die hyperkinetische Stérung
ist Bestandteil einer Gruppe von Stoérungsbildern, die in den géngigen
Klassifikationssystemen ICD-10 und DSM IV durch die Symptome Unaufmerksamkeit,
motorische Unruhe und Impulsivitat definiert werden. Als Kernsymptomatik gilt dabei
die Stérung der Aufmerksamkeit mit Mangel der Ausdauer bei Leistungsanforderungen
und die Tendenz, Tatigkeiten zu wechseln, bevor sie zu Ende gebracht werden,
unruhiges Verhalten, insbesondere mit der fehlenden Fahigkeit, Stillsitzen zu kénnen
und Impulsivitat mit zum Beispiel abrupten motorischen und/oder verbalen Aktionen,
die nicht in den sozialen Kontext passen.

Entscheidende Faktoren zur Diagnose dieser Storung sind die fur das Alter und den
Entwicklungsstand entsprechende Auspragung der Symptome, der frihe Beginn der
Storung vor dem sechsten Lebensjahr, sowie eine Dauer des Bestehens der
Symptomatik von mehr als sechs Monaten, ebenso wie das Auftreten in mehr als einer
Situation und einer Umgebung, wie zum Beispiel zu Hause, im Klassenzimmer, in der
Freizeit. Dabei sind Jungen h&ufiger betroffen als Madchen. Weiterhin sind h&ufig auch
Storungen in anderen Bereichen zu finden. Dazu gehtéren vor allem
Entwicklungsstérungen der Sprache, des Lesens und der Rechtschreibung, Tic-
Storungen, sowie Stérungen des Sozialverhaltens. Diese sind jedoch fir die
Diagnosestellung nicht ausschlaggebend und treten nur sekunddr zum oben
beschriebenen Stérungsbild auf.

1.2.1 Atiologie des ADHS

Die Ursachen fir die Entstehung des ADHS sind noch nicht vollstdndig geklart. Das
Storungsbild wird multifaktoriell ausgeldst. Seine Entstehung wird auf die
Wechselwirkungen genetischer und exogener Risikofaktoren zurtickgefthrt. Familien-,
Adoptions- und Zwillingsstudien zeigen, dass genetischen Faktoren fiir die Entstehung
des ADHS eine entscheidende Rolle spielen (Thapar et al. 1999). Etwa 65 bis 90 % der
phanotypischen Auspragung werden auf genetische Faktoren zurlickgefuhrt (Levy et al.



1997). Geschwister, Eltern oder andere Verwandte haben ein etwa drei- bis funffach
erhohtes Risiko, an ADHS zu erkranken. Es wird angenommen, dass DNA-
Polymorphismen verschiedener Gene zur Entstehung des ADHS beitragen (Asherson,
IMAGE Consortium 2004). Den genetischen Faktoren untergeordnete, aber eine die
Auspragung der Storung beeinflussende Rolle, spielen exogene Faktoren. Zu diesen
zahlen unter anderem Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, ein erniedrigtes
Geburtsgewicht, Infektionen und Toxine (zum Beispiel prénatale Alkohol-,
Benzodiazepin- oder Nikotinexposition), ZNS-Erkrankungen und ZNS-Verletzungen,
sowie unglnstige psychosoziale Bedingungen (Milberger et al. 1997). Pranatale
Alkohol- und Nikotinexposition gelten dabei sogar als bedeutsame eigenstandige
Gruppe der exogenen Risikofaktoren (Thapar et al. 2003). Es wird aufRerdem darber
diskutiert, ob es einen Zusammenhang zwischen atopischen Erkrankungen wie
Neurodermitis und ADHS gibt. Dies konnte bisher nicht belegt werden, da kein kausaler
Zusammenhang zwischen dem IgE-Titer und der ADHS-Symptomatik beschrieben
werden konnte (Blank, Remschmidt 1994). Der Schweregrad und die Stabilitat der
Symptomatik werden auRerdem durch Erlebnisse der frihen Kindheit mit unglinstigen
psychosozialen Faktoren, wie zum Beispiel Vernachlassigung, beeinflusst. Diesen
Faktoren wird ein Zusammenhang mit dem zusétzlichen Auftreten von aggressivem und

dissozialem Verhalten zugesprochen.

1.2.2 Strukturelle und funktionelle zerebrale Korrelate zu den

Entstehungstheorien

Beweisend fur die Entwicklung des Storungsbildes des ADHS sind strukturelle und
funktionelle zerebrale Korrelate, die sich durch klinische Verfahren bestimmen lassen.
Bildgebende Verfahren zeigen, dass am ADHS erkrankte Personen im Vergleich zu
Gesunden eine um etwa 70 % erhdhte Bindungskapazitat der prasynaptischen Dopamin-
Transporter besitzen (Cheon et al. 2003), was wahrscheinlich auf die genetisch bedingte
Expression dieser Transporter zurickzufuhren ist. Weitere Untersuchungen
demonstrieren, dass strukturelle und funktionelle, rechtsseitig betonte Auffélligkeiten
im Bereich des prafrontalen Kortex, des anterioren Gyrus cinguli, sowie der
Basalganglien und ihrer Verbindungen bestehen. Die vielfach beschriebene
Volumenminderung des Gehirns ist Folge einer bereits friilhen Abweichung der

Hirnentwicklung und hat keinen Zusammenhang mit einer spéter eingesetzten externen



Schadigung, wie es bislang angenommen wurde. Diese Volumenminderung ist auch
nicht auf die Behandlung mit Stimulanzien (Castellanos et al. 2002) zur Therapie des
ADHS zuriickzufuhren. Elektrophysiologische und pharmakologische Untersuchungen
zeigen, dass auch das noradrenerge Neurotransmittersystem und das posteriore
Aufmerksamkeitssystem an der Pathophysiologie des ADHS beteiligt sind (Biederman,
Spencer 2000). Hirnelektrische Untersuchungen beweisen, dass bei Kindern mit ADHS
im Vergleich zu gesunden Kindern die aufmerksamkeitsabhangigen und zielorientierten
Informationsverarbeitungsprozesse gestort sind. Es kommt im gesamten zeitlichen
Verlauf der Stérungsentwicklung zu Auffélligkeiten in der Informationsverarbeitung
(Steger et al. 2001), was die Zuordnung zu bestimmten Alters- und Entwicklungsstufen

schwierig gestaltet.

1.2.3 Diagnostik und Differenzialdiagnostik des ADHS

Die Erfassung der klinischen Symptomatik und deren Verlauf in den verschiedenen
Lebensbereichen des Patienten stehen im Zentrum der Diagnosestellung des
Stérungsbildes.

Dazu dienen vor allem die Kklinische Exploration der Eltern, des Kindes oder
Jugendlichen, sowie das Sammeln von Informationen von am Leben des betroffenen
Kindes beteiligten Menschen, wie Erziehern und Lehrern. Die Durchfuihrung einer
multiaxialen Diagnostik hat sich als sinnvoll erwiesen. Dabei wird das Stérungsbild auf
sechs Achsen begriindet. Die erste Achse ist das klinisch-psychiatrische Syndrom, die
zweite Achse die umschriebene Entwicklungsstérung. Das Intelligenzniveau bildet die
dritte Achse, die korperliche Symptomatik die vierte, die assoziierten aktuellen
abnormen Umstande die funfte und die globale Beurteilung des psychosozialen
Funktionsniveaus die sechste Achse (Remschmidt et al. 2001). Entscheidend flr die
Diagnosestellung ist, dass die Symptome zu einer deutlichen Beeintrachtigung im
Leistungs- und Sozialbereich fiihren und nicht durch medikamenteninduzierte
Storungen (Phenobarbital), durch organische Primarstorungen wie Hyperthyreose,
durch tiefergehende Entwicklungsstérungen wie Autismus und durch psychiatrische
Krankheitsbilder wie Depression, Psychose und Borderline-Stérung erklért werden
konnen. Neben der Abklarung differentialdiagnostischer Parameter ist es wichtig,

Storungen, deren Erscheinungsbild dem des ADHS é&hnlich ist, zu erkennen und



auszuschliellen. Die h&ufigsten Stérungen, bei denen dies zutrifft, sind Stérungen des
Sozialverhaltens, Tic-Stérungen und emotionale Stérungen.

Die Diagnose ist durch die Klinik des Stérungsbildes zu stellen. Dazu bedarf es einer
umfassenden Anamnese, der Erhebung der Symptomatik und der direkten Beobachtung.
Fur die Diagnose geeignete Hilfsmittel sind Checklisten, Fragebogenverfahren und
Interviews.  Aullerdem  sollte sich eine Intelligenz-,  Leistungs- und
Entwicklungsdiagnostik des Kindes anschlieen. Eine internistische und neurologische
Untersuchung dient zum Ausschluss begleitender korperlicher Krankheiten und kann

eine weiterfiihrende Diagnostik bedingen.

1.2.4 Epidemiologie des ADHS

Fiur die Préavalenz des ADHS, also die Anzahl der Erkrankten in einem Jahr, wurden
folgende Einschlussfaktoren definiert: das diagnostische Klassifikationssystem (DSM
versus ICD-10), die Art der Stichprobe, beschrieben durch die Inanspruchnahme-
Population und bevdlkerungsbasierte Studien, das Diagnoseverfahren, aufgeteilt in
Klinik, Fragebogenverfahren, strukturierte Interviews, sowie die Beriicksichtigung der
Auswirkung auf das psychosoziale Funktionsniveau. Die Erhebungen im Rahmen des
Kinder- und Jugendsurveys des Robert Koch-Instituts in Berlin ergaben eine mittlere

Préavalenzrate von 3,9 % fur Kinder- und Jugendliche bis zum 17. Lebensjahr.

1.2.5 Verlauf und Prognose des ADHS

Bei 40 bis 80 % der Kinder, die die Diagnosekriterien des ADHS erfillen, ist eine
Persistenz der Storung ins Erwachsenenalter festzustellen, was in 5 Langzeitstudien
beobachtet wurde (Basset-Grundy, Butler 2004). Die Ergebnisse dieser Studien zeigen,
dass etwa ein Drittel der Falle auch noch im Erwachsenenalter an dieser Storung leiden.
Aullerdem ist diese Stérung im Erwachsenenalter mit weiteren Stérungen assoziiert.
Dazu zahlen affektive Storungen, Substanzmissbrauch, antisoziale
Personlichkeitsstorungen, Deliquenz und dissoziales Verhalten. Dartber hinaus besteht
ein erhohtes Risiko daftir, Verkehrsunfélle und Unfélle zu erleiden. Ebenso kommt es
zu verschiedenen Beeintrachtigungen im sozialen Verhalten wie Abbruch der Schul-
oder Berufskarriere und gestorte zwischenmenschliche Beziehungen (Taylor 1999), was

die Verluste der sozialen Anpassungsfahigkeit als Folge hat.



1.2.6 ADHS im Erwachsenenalter

Die Diagnosestellung der Stérung im Erwachsenenalter ist schwieriger als im
Kindesalter, was damit zusammenhangt, dass sich die Symptome, die aus dem
Kindesalter bekannt sind, im Erwachsenenalter dndern. Es wird ein Rickgang der
Hyperaktivitat bei Erhaltenbleiben der Konzentrationsunfahigkeit und der Impulsivitét
beschrieben. Fur die Diagnostik im Erwachsenenalter wurden Methoden entwickelt, die
sich direkt am ICD-10 und DSM IV Klassifikationssystem orientieren. Dazu zahlen
unter anderem der Adult-ADHD-Self-Report-Scale, Wender-Utah-Scale, Connors Adult
Rating Scales und die Diagnosen-Checkliste ADHS-DC. Neben der medikamentdsen
Therapie mit Methylphenidat als Mittel der ersten Wahl, werden zur Behandlung im
Erwachsenenalter, ahnlich wie im Kindesalter, psychotherapeutische Verfahren

empfohlen.

1.2.7 Therapie der ADHS

Die Therapie des ADHS umfasst drei therapeutische Verfahrensweisen. Zum einen
werden Psychoedukation und Verhaltenstherapie durchgefiihrt, zum anderen wird das
ADHS medikamentts behandelt.

Die Psychoedukation beinhaltet die Aufklarung tber das Krankheitsbild, Informationen
zur Atiologie, zum Verlauf und zu den mdglichen Behandlungsalternativen. Es sollten
auch auBerfamilidre Bezugspersonen in die Therapie mit einbezogen werden.
Psychotherapeutische Ansatze, die sich als wirksam erwiesen, stiitzen sich auf eine
verhaltenstherapeutische Herangehensweise. Verhaltenstherapeutische Interventionen
als Kind- und Eltern-Training, sowie die verhaltenstherapeutische Intervention in
Kindergarten oder Schule haben sich als Erfolg versprechend erwiesen. Die Intervention
basiert auf Definition des Problems (kritisches Verhalten) und Verhaltensanalyse
(Bedingungszusammenhénge). Die Behandlung basiert hauptsachlich auf operanter
Technik.

Die medikamentdse Behandlung umfasst den Einsatz von Medikamenten der Gruppe
der Stimulanzien, die auf Basis ihrer in Studien nachgewiesenen Wirksamkeit
Medikamente der ersten Wahl zur Behandlung des Stérungsbildes sind. Medikament
der zweiten Wahl ist nach heutigen wissenschaftlichen Kenntnissen Atomoxetin. Alle

anderen Prédparate sind Medikamente dritter Wahl und sollten nur eingesetzt werden,



wenn Medikamente der ersten und zweiten Wahl keine Besserung der Symptome oder
unerwinschte Wirkungen verursachen. Die Wirksamkeit der Stimulanziengruppe in
Bezug auf die Kernsymptomatik des ADHS wurde in zahlreiche Studien bewiesen.
Diese Gruppe umfasst unter anderem Methylphenidat, Amphetamin und Pemolin. Die
Indikation fiir eine Medikation mit Stimulanzien ist gegeben, wenn die Diagnose des
ADHS nach ICD-10 und DSM IV Kriterien gesichert ist, wenn die Symptomatik
ausgepragt und eine psychoedukative und psychotherapeutische Hilfe nicht umsetzbar
ist oder sich die Symptome innerhalb einer Frist von einigen Wochen nicht bessern. Die
Behandlung sollte mit einem schnell freisetzenden Stimulans begonnen werden, wobei
die Dosierung der Stimulanzien individuell bestimmt wird. Bei Methylphenidat ist der
Wirkungseintritt ab etwa einer halbe Stunde fiir eine Dauer von etwa vier Stunden zu
erwarten. Retardformen beinhalten Methylphenidat, das in einer ersten Phase schnell, in
einer zweiten Phase verzogert freigesetzt wird. Bei einer einmaligen Gabe dauert die
Wirkung 6 bis 12 Stunden an. Auf die Gabe von teureren Retardprodukten sollte erst
zurlickgegriffen werden, sollte eine verlassliche Mehrfachgabe (ber den Tag durch
fehlende Compliance nicht mdglich sein und ein stabiler Tagesspiegel auf anderem
Wege nicht erreicht werden kann. Auch die Dauer der Medikation wird individuell
bestimmt. Die Wirksamkeit wird durch die Besserung der Symptome beurteilt und
erfolgt nach klinischer Einschatzung und anhand der Information AuRenstehender, die
den Patienten gut kennen. Hierfur werden Einschéatzungsskalen, wie die Connorskala
benutzt. Sollte nach Beginn der Medikation mit Hilfe von Stimulanzien nach 6 Wochen
keine Besserung der Symptome auftreten, werden Diagnose, Qualitat der
Wirksamkeitskontrolle und Compliance, sowie Dosierung der Medikation Uberprift. Ist
die Medikation mit Methylphenidat nicht wirksam, wird eine Umstellung des
Behandlungsplans auf DL-Amphetamin empfohlen, dessen Wirkung im Zeitraum von
einem Jahr zu Uberprifen ist. Die Wirksamkeit sollte hier in einem Ein-Jahres Abstand
uberprift werden. Pemolin sollte unter Berlcksichtigung des Risikos von
Leberschadigungen nur unter besonderen Bedingungen verschrieben werden. Die Nicht-
Stimulanzien Therapie umfasst den Einsatz von Atomoxetin (Biederman et al. 2002).
Diese Substanz ist nach Methylphenidat und Amphetamin am besten untersucht und hat
eine gute Evidenzlage. Auch Trizyklische Antidepressiva werden als Medikation zur
Therapie des ADHS eingesetzt. Diese sollten aber erst dann zum Einsatz kommen,
sollten Stimulanzien und Atomoxetin nicht den gewinschten Effekt der

Symptomminderung erbringen.



Unerwiinschte Wirkungen, die bei der Therapie mit Methylphenidat oder Amphetamin
auftreten konnen, sind in der Regel dosisabhédngig, vermeidbar und nur zu Beginn der
Therapie zu beobachten. Dazu gehdren Appetitminderung, Schlafstérungen,
abdominelle Beschwerden, Klinisch unbedeutende Puls-/Blutdrucksteigerungen.
Sonstige unerwiinschte Bedingungen sind selten. Die Beeintrachtigung des
Kdrperwachstums unter Methylphenidat ist voriibergehend und reversibel.

1.3 Methylphenidat

Methylphenidat ist eine dem Amphetamin ahnliche Substanz, die als Derivat der
Piperidinsaure zur Stoffgruppe die dem Betdubungsmittelgesetz unterliegenden
Weckamine gehort. Es wurde in den 40er Jahren das erste Mal synthetisiert.

Es fhrt bei etwa 70 % der behandelten Kinder zu einer Besserung des klinische Bildes
des ADHS (Greenhill et al. 2002; Swanson, Volkow 2003). Bei Erwachsenen ist die
klinische Wirksamkeit auf 25 — 78 % der behandelten Patienten beschrénkt (Schweitzer
et al. 2001). 1/3 der behandlungsbedurftigen Patienten in den USA sind Erwachsene
(Okie 2006). Allein zwischen 1991 und 1995 stieg die Methylphenidatproduktion in den
USA um 500 % auf 10.410 kg an.

Weckamine leiten sich chemisch von den Katecholaminen bzw. von Ephedrin ab. lhre
Wirkung beruht auf der Freisetzung von Katecholaminen, was sie zu indirekt wirkenden
Sympathomimetika macht. Besonders ausgepragt ist die zentrale Wirkung: Im Zentralen
Nervensystem blockiert Methylphenidat die Wiederaufnahme von Noradrenalin und
Dopamin in zentrale Synaptosomen (Volkow N.D. et al. 2002; Volkow et al. 2001;
Volkow et al. 1998; Volkow et al. 2002). Zentrale Effekte sind lokomotorische
Stimulation, Euphorie und zentrale Erregung, stereotypes Verhalten und Anorexie. Es
kommt aber auch zu peripheren sympathomimetischen Wirkungen, die jedoch weniger
ausgepragt sind. Nebenwirkungen von Methylphenidat sind zentralnervése Stérungen
wie Angst, Kopfschmerzen, Tremor, Appetitmangel, sowie Mundtrockenheit,

Tachykardien, Blutdrucksteigerung und allergische Reaktionen.

1.3.1 Chemische Eigenschaften

Methylphenidat leitet sich chemisch von den Katecholaminen bzw. von Ephedrin ab.
Durch den Wegfall der Hydroxylgruppe als funktionelle Gruppe wird die seine



Lipophilie beglnstigt. Dies erklart die zentralvendse Wirkung, da durch die Lipophilie
das Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke ermdglicht wird. Das Methylphenidatmolekiil
besitzt zwei asymmetrische Kohlenstoffatome. Es lassen sich daher zwei chirale
Zentren benennen. Hieraus leiten sich vier verschiedene Formen von Methylphenidat
gebildet ab: d- und I-Erythro-Methylphenidat und d- und I-Threo-Methylphenidat.
Klinischen Anwendung findet Methylphenidat vor allem in der Threo-Form als
Razemat mit einem potenteren d-Enatiomer (= d-Methylphenidat) und einem weniger
potenten I-Enantiomer (= I-Methylphenidat). (Kimko et al. 1999)

0
HN, | .

Sl

d-(R,R)-Methylphenidat I-(S,S)-Methylphenidat

Abbildung 1-1: Threo-Methylphenidat

d-(R,S)-Methylphenidat I-(S,R)-Methylphenidat

Abbildung 1-2: Erythro-Methylphenidat

Die Erythroform von Methylphenidat wird in Medikamentenformulierungen nicht mehr

verwendet, da diese verstarkt zu unerwiinschten Nebenwirkungen fuhrte (Rometsch
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1958). Die d-Threoform ist verantwortlich fir die bekannten psychotherapeutischen und
anorektischen Effekte, sowie flr die Erhéhung des Blutdrucks.
Methylphenidat ist in Alkohol, Ethylacetat und Ether 16slich.

1.3.2 Pharmakodynamik

Die pharmakodynamische Wirkung von Methylphenidat ist auf die Beeinflussung des
katecholaminergen Systems des Zentralen Nervensystems zurlckzufiuhren (Wilens TE.
2008). Sein therapeutische Effekt in der Behandlung des ADHS beruht hauptsachlich
auf der Hemmung der Wideraufnahme von Dopamin durch Inhibition des
prasynaptischen Dopamin-Transporters (Volkow et al. 1998) in Striatum und
Motorkortex (Crawford et al. 1998; Vaidya et al. 1998; Moll et al. 2000). Dort flihrt es
zur Verminderung der Motor- und Hyperaktivitat. Es hat aber auch einen hemmenden
Effekt auf den Noradrenalin-Transporter, der jedoch weniger stark ausgepragt ist und
sich, tierexperimentell nachweisbar, hauptsachlich auf den préfrontalen Kortex
beschrankt (Bymaster et al. 2002). Die Bindung von Methylphenidat an den Dopamin-
Transporter ist bei ADHS-Erkrankten starker ausgepragt als bei Gesunden (Dougherty
et al. 1999; Dresel et al. 2000; Krause et al. 2000; Spencer et al. 2005). Die Blockade im
Striatum ist dosisabhé&ngig (Sonders et al. 1997; Vles et al. 2003). 0,25 mg/kg bzw. eine
Plasmakonzentration von 5,7 ng/ml fihren zu einer 50% Blockade (Volkow et al.
1998). Es wird davon ausgegangen, dass die Wirkung von Methylphenidat auf mehreren
Signalwegen zur Anhdufung von Dopamin im synaptischen Spalt fiihrt. Dazu gehdren
hauptsachlich die Blockade des Dopamin-Transporters, aber auch die Aufhebung der
Inhibition des prasynaptischen D,-Autorezeptors und die postsynaptische Aktivierung
des D;-Rezeptors (Seeman, Madras 1998). Die Hemmung des préasynaptischen
Dopamin-Transporters bewirkt eine Verstarkung der Neurotransmission (Hitri et al.
1994), da sich Dopamin im synaptischen Spalt ansammelt. Gleichzeitig wird die
eigentliche Transmission herunter geregelt, was im Patienten zur Verbesserung der
Aufmerksamkeit und Verminderung der Ablenkbarkeit fiihrt (Rosa-Neto et al. 2005).
Die Verbesserung der kognitiven Symptomatik wurde tierexperimentell durch die
Effekte von Methylphenidat am D1-Rezeptor und op-Adrenorezeptor demonstriert
(Arnsten, Dudley 2005). Dass die Inhibition des Noradrenalin-Transporters durch
Methylphenidat ebenfalls einen positiven Effekt auf die Behandlung des ADHS besitzt,

konnte bisher nur tierexperimentell gezeigt werden (Berridge et al. 2006).
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Methylphenidat bindet in gleicher Sensitivitit am Dopamin-Transporter wie am

Noradrenalin-Transporter (Han, Gu 2006).
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Abbildung 1-3: Chemischer Aufbau von Methylphenidat im Vergleich zu Substanzen,

die ebenfalls am Dopamin-Transporter binden.
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Es wird diskutiert, ob in den Hirnarealen, in denen es nur wenige Dopamin-Transporter
gibt, Dopamin tber Noradrenalin-Transporter ausgeschuttet wird. Dies wirde bedeuten,
dass sich die Transportvorgange der Monoamine tberkreuzen. Solche Rezeptoren, die
meist an den Nervenenden lokalisiert sind und die einem Neurotransmitter die
Ausschiuttung eines anderen erlauben, bezeichnet man als Heterorezeptoren. Im
Tierexperiment wurden besonders im frontalen Kortex solche Heterorezeptoren fir
Monoamine gefunden (Gobert et al. 1998; Gresch et al. 1995). AuRerhalb des
prafrontalen Kortex finden sich besonders im somatosensorischen Kortex bei
Methylphenidateinnahme erh6hte Noradrenalinkonzentrationen, die dort zur Steigerung
der lokomotorischen Aktivitat fuhren (Drouin et al. 2006). Auch andere
Neurotransmitter wie Histamin, Acetylcholin und Serotonin scheinen durch
Methylphenidat beeinflussbar zu sein und verbessern somit das klinische Bildes des
ADHS (Santosh, Taylor 2000; Volkow et al. 2000). Die genaue Wirkung ist allerdings
bisher noch nicht bekannt.

Die Ahnlichkeit des Angriffsorts von Methylphenidat und Dopamin und die
Konkurrenz um diesen lassen sich durch deren chemische Struktureigenschaften
erklaren. Beide Substanzen besitzen einen Phenethylamin-Rest als funktionelle Gruppe,
der wahrscheinlich eine entscheidende Rolle fir die Bindung an den Rezeptor des
Dopamin-Transporters spielt. Methylphenidat kann am Dopamin-Transporter binden, es
besitzt jedoch nicht die intrinsische Aktivitat, um eine Konformationsédnderung zu
induzieren, die zu einer Translokation von der ligandenbindenden Seite in das
intraneuronale Milieu fuhrt. Im Gegensatz zu Amphetaminen fihrt die Bindung von
Methylphenidat nicht zu einer transportergebundenen Freisetzung von Dopamin aus
dem Zytoplasma in den synaptischen Spalt, wenn der Transporter wieder in seine
Ausgangsposition zuriickkehrt (Szporny, Gorog 1961), was fiir sein niedriges

Abhangigkeitspotential eine Rolle spielt.

1.3.3 Metabolismus

Methylphenidat wird im Koérper hauptsachlich durch Hydrolyse in seine inaktiven
Metabolite, darunter zum groRten Teil Ritalinsdure, abgebaut. Dieser
Abbaumechanismus setzt die absolute Bioverfugbarkeit von Methylphenidat auf 11-
53% herab (Chan et al. 1983; Kimko et al. 1999). Somit (bersteigt die Zirkulation von
Ritalinsdure die der Ausgangssubstanz Methylphenidat im Kdorper deutlich (Wargin et
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al. 1983). Die Hydrolyse ist hauptsachlich durch Esterspaltung Uber die humane
Carboxylesterase 1Al Isoform bedingt (Sun et al. 2004). Dieses Enzym ist
enantioselektiv, was in Untersuchungen der gepoolten Einnahme des I- bzw. des d-
Enantiomers gezeigt werden konnte. Darin wurde demonstriert, dass das I-Enantiomer
einem schnelleren Metabolismus und einer schnelleren Clearance unterliegt als das d-
Enantiomer (Kimko et al. 1999).

< 1% unveréndert ausgeschieden

NH NH
H,O oH
O CES1 |
o) )
Methylphenidat CH,CH,0OH Ritalinséure
NH
o~
0]
0
Ethylphenidat
NH NH
ONg ONg
HO | |
o) o)
Hydroxymethylphenidat Lactam

v v

Esterspaltung, Konjugation

Abbildung 1-4: Metabolismus von Methylphenidat im Korper bei regulérem Abbau, sowie bei der
Veresterung zu Ethylphenidat durch die humane Carboxylesterase 1Al (CES 1).

Eine Versuchsreihe mit Ratten zeigte aulRerdem, dass das I-Enantiomer bei oraler
Aufnahme eine wesentlich hohere Aufnahmegeschwindigkeit in das Zentrale
Nervensystem besitzt als das d-Enantiomer (Swanson, Volkow 2003). Zu den durch den
Urin ausgeschiedenen Metaboliten gehdren Spuren von pharmakologisch inaktivem
Lactam (<1%), durch Veresterung inaktiviertes Lactam (5-12% der Dosis), der aktive
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Metabolit p-Hydroxymethylphenidat und unverandertes Methylphenidat (<1%). Diese
Metabolite werden ({ber aromatische Hydroxylierung, mikrosomale Oxidation und

Konjugation gebildet.

1.3.4 Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik von Methylphenidat ist in gesunden Erwachsenen und in Kindern
mit ADHS vergleichbar (Kimko et al. 1999). Die Absorption ist vollstandig und schnell
(Gualtieri et al. 1982). Die hochsten Werte der Serumkonzentration des Medikaments
flir tmax nach oraler Aufnahme werden nach etwa 1 bis 3 Stunden erreicht (Kimko et al.
1999). Eine inter-individuelle Variabilitat in der Absorptionsrate wird angenommen. Oft
wurde die Methylphenidateinnahme 30-45 Minuten vor den Mahlzeiten angeraten, da
man annahm, dass die gleichzeitige Einnahme von Nahrung die Absorption von
Methylphenidat ~ verminderte. Dies wurde in einer Studie Uber die
Einnahmegewohnheiten von gesunden Kindern mit gleichzeitiger Messung der
Methylphenidatplasmakonzentration ~ widerlegt (Chan et al. 1983). Die
Plasmaproteinbindung von Methylphenidat ist mit etwa 15 % niedrig (Hungund et al.
1979). Methylphenidat hat eine Plasmahalbwertszeit von 2 - 2,5 Stunden, tmax liegt bei
etwa 1,5 Stunden. Die absolute Bioverflgbarkeit wird durch die Hydrolyse auf 11-53%
herabgesetzt. Die Ausscheidung erfolgt vorwiegend renal. Durch Verwendung von
radioaktiv. markiertem Methylphenidat kann in der Positronen-Emmissions-
Tomographie (PET) gezeigt werden, dass nach oraler Aufnahme von Methylphenidat
Hochstkonzentrationen der Methylphenidatdosis im Gehirn nach etwa 1-2 Stunden
erreicht werden (Volkow et al. 2001), was sich mit den klinischen Effekten von
Methylphenidat bei ADHS Patienten deckt. AuBerdem wurde in diesen Studien gezeigt,
dass sich nach Gabe von hohen Dosen von Methylphenidat eine Toleranz im Gehirn in
Bezug auf die Blockade des Dopamin-Transporters ausbildet. Diese ist jedoch nicht von
langer Dauer und schon am folgenden Tag wieder aufgehoben (Swanson et al. 1999).
Eine Methylphenidatnormaldosis hemmt etwa 50 % der Dopamin-Transporter. Eine
maximale Hemmung der Dopamin-Transporter, die bei etwa 80 % liegt, wird bei einer
Serumkonzentration von etwa 8-10 ng/ml Methylphenidat erreicht. Das bedeutet, dass
in Bezug auf Methylphenidat ein Ceilling-Effekt besteht. Eine weitere Erhéhung der
Methylphenidatdosis bewirkt demnach keine erhohte Hemmung der Dopamin-

Transporter.
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1.3.5 Abhangigkeit der Pharmakokinetik von der

Enantiomerstruktur

Methylphenidat liegt in verschiedenen Enantiomerstrukturen vor. Die in der Therapie
des ADHS meist verwendete Zusammensetzung ist ein Razemat bestehend aus d- und I-
Threo-Methylphenidat (Kimko et al. 1999). Es zeigte sich in Studien, dass d-
Methylphenidat die aktive Form des Pharmakons ist, die im zentralen Nervensystem
spezifisch am Dopamin- und am Noradrenalin-Transporter bindet (Volkow N.D. et al.
2002). Dagegen ist die Bindung von I-Methylphenidat an diesen Transportern nicht
spezifisch (Ding et al. 2004; Volkow et al. 1995; Ding Y.S. et al. 1997). Zhang et al.
(2002) beobachteten tierexperimentell, dass I-Methylphenidat einen antagonistischen
Effekt auf die Wirkung von d-Methylphenidat im zentralen Nervensystem hat. |-
Methylphenidat inhibierte dosisabhangig die von d-Methylphenidat und Kokain
ausgeloste lokomotorische zentrale Stimulation bei Ratten (Tarazi et al. 2000). In einer
in-vitro Studie konnte auBerdem gezeigt werden, dass Methylphenidat zu Ritalinséure
stereoselektiv tber die humane Carboxylesterase 1A hydrolysiert wird (Sun et al. 2004;
Markowitz, Patrick 2008), wobei I-Methylphenidat im Vergleich zu d-Methylphenidat
dabei 6-fach bevorzugt wurde. Die Halbwertszeit von d-Methylphenidat ist signifikant
langer als die von I-Methylphenidat (Patrick et al. 2005a). Der first-pass Effekt und die
Clearance von d,I-Methylphenidat ist ebenfalls stereoselektiv und fihrt dadurch zu den
im Vergleich hoheren Plasmakonzentrationen von d-Methylphenidat (Patrick et al.
2005a; Markowitz et al. 2003). Der Anteil an I-Methylphenidat betragt etwa 1-15% der
d-Methylphenidatkonzentrationen (Ramos et al. 1999; Modi et al. 2000; Patrick et al.
2005a). Neben der geringeren Bioverfligbarkeit fur I-Methylphenidat, besitzt es im
Plasma eine hohere Stabilitat als die d-Enantiomerform (Srinivas et al. 1993).

Auch Ethylphenidat wird Uber die humane Carboxylesterase 1A enantioselektiv
gebildet. So konnte in einer Probandenstudie gezeigt werden, dass die I-Form von
Ethylphenidat bevorzugt aus der Ausgangssubstanz d-Methylphenidat entstand (Patrick
et al. 2007). Daneben kam es auch zur Bildung von d-Ethylphenidat. Die d-
Ethylphenidatkonzentration  erreichte  jedoch nur etwa 10% der |-
Ethylphenidatkonzentration. Durch in-vitro Versuche mit synthetisiertem Ethylphenidat
konnte gezeigt werden, dass das d-(R,R)-Enantiomer von Ethylphenidat die hochste
Aktivitat an sowohl Dopamin- als auch Noradrenalin-Transportern besitzt (Patrick et al.
2005b).
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1.3.6 Abhangigkeit der Pharmakokinetik vom Geschlecht

Patrick et al. (2007) konnten geschlechtliche Unterschiede in der Pharmakokinetik von
d-Methylphenidat nachweisen. Es zeigte sich, dass die AUC von d-Methylphenidat bei
alleiniger ~ Methylphenidateinnahme  sowie  bei Ethanolaufnahme  vor
Methylphenidateinnahme bei Mannern (93,4 ng*h/ml bzw. 114 ng*h/ml) signifikant
héher war als bei Frauen (73,5 ng*h/ml bzw. 92,6 ng*h/ml). Die Wirkung von Ethanol
und Methylphenidat wurde von den weiblichen Probanden starker wahrgenommen als
von den mannlichen. Die Einnahme in Kombination mit Alkohol fiihrte zu einer
verstéarkten Wirkungswahrnehmung im Vergleich zur alleinigen
Methylphenidateinnahme. Patrick et al. (2007) flhrten die unterschiedliche
Wahrnehmung auf die erniedrigte Bioverflgbarkeit der verabreichten Methylphenidat-
Retardform zuriick. Verantwortlich dafiir wurde die verldngerte Absorption gemacht,
die durch den verstarkten first-pass Effekt und einen im Vergleich zu den mannlichen
Patienten versetzten Aufnahmeort des Pharmakons im distalen Gastrointestinaltrakt der
weiblichen Probanden (Markowitz et al. 2003; Pentikis et al. 2005; Sonuga-Barke et al.
2007) ausgeldst wurde. Dies wirde auch erklaren, weshalb bei ADHS-Patientinnen die
Wirkung von Methylphenidat schneller nachzulassen scheint als bei mé&nnlichen
Patienten (Sonuga-Barke et al. 2005).

1.3.7 Toxikologie und Uberdosierung

Die Mittlere Letale Dosis (LD 50) von Methylphenidat liegt bei Ratten unter
intravendser Applikation bei 48,3 mg/kg und bei 367 mg/kg unter oraler Einnahme.
Ratten, die mit Methylphenidatdosen von 120 mg/kg/Tag Uber 90 Tage behandelt
wurden, zeigten eine Abnahme des Korpergewichtes, aber keine Anzeichen der
Wachstumsminderung, Infertilitdt oder Karzinogenitat. Hunde, die Gber 120 Tage mit
Dosen von 10 mg/kg/Tag Methylphenidat behandelt wurden, zeigten hyperaktives und
hypererregtes Verhalten, hatten aber keine Appetitminderung, Wachstumsverzdgerung
oder Lebergewebsschaden.

Zeichen der akuten Methylphenidatiiberdosierung machen sich durch die
Uberstimulation des Zentralen Nervensystems und durch sympathomimetischen Effekte
bemerkbar. Unter anderem treten Ubelkeit, Schlafrigkeit, vermehrte SchweiRbildung,

Kopfweh, aufsteigendes Hitzegefiihl, Tachykardie, Palpitationen, kardiale Arrhythmie,
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Hypertonie, Mydriasis, Mundtrockenheit, Tremor, Hyperreflexie, Muskelzuckungen,
Euphorie, Paranoia, Halluzinationen, sowie in extremen Fallen Hyperthermie und Koma

auf.

1.3.8 Interaktionen

Der hauptsachliche Anteil von Methylphenidat wird durch Esterasen hydrolysiert. Die
Biotransformation zum Lactam basiert auf oxidativem Metabolismus. Die genauen
Isoformen des Cytochroms, die an diesem Vorgang beteiligt sind, konnten bisher nicht
identifiziert werden. In einer in vitro Studie, die die Prdparation von humanen
Mikrosomen beinhaltete, wurde festgestellt, dass Methylphenidat ber CYP2D6 und
CYP2B6 metabolisiert wird. Ritalinsdure war Uber diese Cytochrome nicht
beeinflussbar. Jedoch konnte diese Annahme in einer Probandenstudie widerlegt
werden. In dieser Studie blieb nach Gabe eines Hemmstoffs des CYP2D3 in vivo der
erwartete Anstieg von Methylphenidat aus (DeVane et al. 2000). Also kann ein
Zusammenhang fiir den Metabolismus von Methylphenidat zumindest mit Cyp2D6
ausgeschlossen werden.

Es kénnen aulerdem Medikamenten-Interaktionen bei gleichzeitiger
Methylphenidateinnahme beschrieben werden. Die kombinierte Einnahme mit Clonidin
flhrte in einigen Fallen zu schweren unerwiinschten Effekten. In kombinierter
Einnahme mit Doxapram, Moclobemide und MAO-Inhibitoren besteht die Gefahr der
Hypertension. In Kombination mit Phenobarbital, Phenytoin und Primidon besteht die
Maoglichkeit der Steigerung der Plasmakonzentrationen aller 3 Substanzen.

1.3.9 Interaktion mit Alkohol

Die Entstehung des aktiven Metaboliten Ethylphenidat bei kombinierter Einnahme von
Alkohol und Methylphenidat wurde erstmals in-vitro in einer Versuchsreihe mit
Rattenleber (Bourland et al. 1997), die mit Methylphenidat und Ethanol inkubiert
wurde, beobachtet. In zwei Fallen der Drogenlberdosierung wurde Ethylphenidat
erstmals in Blut in einer im Vergleich zu Methylphenidat und Ritalinséure sehr geringen
Konzentrationen (Markowitz et al. 1999) entdeckt. Daraufhin wurde eine
Probandenstudie durchgefiihrt, die 6 gesunde Probanden einschloss. In dieser wurde den

Probanden unter kontrollierten Bedingungen Methylphenidat (20 mg) 30 Minuten vor
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Einnahme des Alkohols (BAK bis ca. 0,6 g/kg), verabreicht (Markowitz et al. 2000).
Methylphenidat, Ritalinsdure und Ethylphenidat wurden in Blut und Urinproben
gemessen. Die Einnahme von Methylphenidat und Ethanol wurde von den Probanden
gut vertragen. Ethylphenidat konnte erst nach kombinierter Einnahme zusammen mit
Alkohol nachgewiesen werden. Ethylphenidat entstand nur in geringen Mengen,
dagegen wurde Ritalinsdure in einer Konzentration nachgewiesen, die dem zehnfachen
der Methylphenidatkonzentration entspricht. Die maximale Konzentration der
Ethylphenidatbildung, Cmax, lag bei 0,43 ng/ml, tmax lag fur Ethylphenidat bei 1,8 h
und die Halbwertszeit der Elimination bei 1,5 h. Die AUC von Ritalinsdure war 23 + 4-
mal groler als die AUC von Methylphenidat, wobei die AUC von Ethylphenidat, die
bei 1,2 h*ng/ml lag, nur 2,3% + 1,3 der AUC von Methylphenidat entsprach. Es wurde
vermutet, dass der Metabolismus von Methylphenidat zu seinem Ethylester
Ethylphenidat durch eine humane Carboxylesterase katalysiert wird, analog zu den
Beobachtungen der Entstehung von Kokaethylen bei kombinierter Einnahme von
Kokain und Alkohol (Jatlow et al. 1991). In einer weiteren Studie, die besonders auf die
Enantioselektivitdt und Geschlechtsspezifitdt von Methylphenidat und Ethylphenidat
ausgelegt war, wurde festgestellt, dass beim Metabolismus von Methylphenidat zu
Ethylphenidat hauptséchliche das I-Enantiomer von Ethylphenidat gebildet wird, bei
dem man analog zur Beobachtung zur Enantioselektivitdt von Methylphenidat im
Vergleich zum d-Enantiomer eine geringere zentrale Wirkung vermutet (Patrick et al.
2007).

1.3.10 Beobachtungen zur Interaktion zwischen Kokain und
Alkohol

Die Interaktion zwischen Methylphenidat und Alkohol mit Entstehung von
Ethylphenidat wird auf die Umesterung durch den Subtyp CES1Al der humanen
Carboxylesterase zuriickgefuhrt, die ebenfalls in Gegenwart von Ethanol den
Metabolismus von Kokain zu Kokaethylen katalysiert (Dean et al. 1991; Laizure et al.
2003; Bosron et al. 1997; Boyer, Petersen 1992). Es werden verschiedene Formen der
humanen Carboxylesterase, die eine grof’e Rolle im Abbau und Metabolismus von
Drogen, die eine Esterstruktur besitzen (wie Kokain, Heroin) spielen, unterschieden.
Die Isoenzyme der Carboxylesterase werden in drei Familien eingeteilt (Satoh,
Hosokawa 1998).
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Abbildung 1-5: Metabolismus von Kokain (ber die katalytische Wirkung der humanen
Carboxylesterase 1 (CES 1) und 2 (CES 2).

In der humanen Leber konnten zwei Isoenzyme identifiziert werden: CES1A1 (Shibata
et al. 1993) und CES2 (Pindel et al. 1997). Eine dritte Carboxylesterase CES3 wird
sowohl in der Leber als auch im Dickdarm ausgebildet (Sanghani et al. 2004). Die
Substrate von CES3 sind noch nicht umfassend untersucht. CES1A1 und CES2 haben
zum Teil eine Uberlappende Substratspezifitat. Die Hydrolyse von Kokain wird durch
die humane Carboxylesterasen CES1Al und CES 2 katalysiert. Dabei katalysiert
CES1A1 die Hydrolyse des Methylesters und CES2 die Hydrolyse des Benzoylesters
(Brzezinski et al. 1994; Pindel et al. 1997). Bei gleichzeitiger Einnahme von Kokain
und Ethanol wird Kokaethylen gebildet, das in Blut- und Urinproben nachweisbar ist
und eine geringfugig verlangerte Halbwertszeit als Kokain besitzt. Gleichzeitig wird bei
kombinierter Aufnahme zusammen mit Ethanol eine Erhéhung der Serumkonzentration
von Kokain festgestellt. Beides ist fir die pharmakologischen euphorisierenden und
toxischen Effekte auf den Organismus verantwortlich, ebenso wie fir die signifikante
Steigerung der Herzfrequenz. (McCance-Katz et al. 1993; Perez-Reyes, Jeffcoat 1992).
Die Veresterung von Kokain in Gegenwart von Ethanol zu Kokaethylen ist von der
Einnahmereihenfolge beider Substanzen abhé&ngig, was eine Studie mit sechs
mannlichen Probanden zeigte (Perez-Reyes 1994). Bei vorausgehender Einnahme von
Ethanol ist die Bildung von Kokaethylen hoher, als bei vorausgehender Aufnahme von

Kokain. Dies wird darauf zuriickzufuhrt, dass bei einer Aufnahme von Alkohol 25-30
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Minuten vor Einnahme der Kokaindosis, Organsysteme, besonders die Leber, bereits
durch den Alkohol beeinflusst sind (Perez-Reyes 1994). Die Plasmakonzentration von
Kokain erreicht nach 60 Minuten ihr Maximum. Die auf die Kokaineinnahme folgende
Alkoholaufnahme bewirkte keine Anderung der Plasmakonzentration oder der AUC
von Kokain. Die héchste Konzentration von Kokaethylen im Plasma wird am Ende der
Messungen innerhalb von 2 Stunden beobachtet.

1.4 Problemstellung

Die kombinierte Einnahme von Methylphenidat und Alkohol fuhrt neben der Bildung
des reguléren Abbauprodukts Ritalinsédure zur Bildung des Ethylesters Ethylphenidat.
Dadurch, dass ADHS nach neusten Erkenntnissen nicht ausschlie3lich eine Erkrankung
des Jugendalter ist, sondern eine Persistenz ins Erwachsenenalter beobachtet wurde und
auBRerdem besonders bei Erwachsenen, die am ADHS leiden eine erhdhte Gefahr fir
Drogen- und Substanzmissbrauch besteht (Schubiner et al. 2000), stellt sich fur die
Prifung der pharmakokinetischen Auswirkungen des Ko-Ingestion von Methylphenidat
und Alkohol eine neue Indikation. Die medikamenttse Therapie der ersten Wahl von
Erwachsenen, die an ADHS erkranken, bleibt die Therapie mit Methylphenidat, welche
in Deutschland bislang nicht zugelassen ist. Da davon ausgegangen werden kann, dass
Jugendliche, noch wahrscheinlicher Erwachsene neben der Einnahme der
Dauermedikation, Alkohol konsumieren, soll in einer Probandenstudien untersucht
werden, ob eine Abhéngigkeit der pharmakokinetischen Eigenschaften von
Methylphenidat, Ethylphenidat und Ritalinsdaure von der Einnahmereihenfolge beider
Prifsubstanzen besteht, so wie es flr die Einnahme von Kokain und Ethanol bestatigt
wurde. AuRerdem sollen die Eigenschaften des Methylphenidatmetabolismus in in-vitro
Inkubationsversuchen in humanem Leberhomogenat und in humanem Serum

charakterisiert werden.

Durch Inkubationsversuchen in humanem Leberhomogenat soll der Metabolismus von
Methylphenidat und sowohl die Bildung von Ritalinsaure als auch von Ethylphenidat

unter verschiedenen Bedingungen untersucht werden.
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e Die Bildung von Ethylphenidat nach Inkubation von Methylphenidat und
Ethanol in humanem Leberhomogenat soll Uberpruft werden, ebenso wie die
Bildung des reguldren Abbauprodukts Ritalinséure.

e Dazu soll eine analytische Methode fiir den Nachweis von Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsdure in humanem Leberhomogenat neu entwickelt
werden.

e Die Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Messung de Ethylphenidatbildung
sowie deren Qualitat, sollen durch Validierung nach Richtlinie der GTFCh
Uberprift werden, um eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse unter
verschiedenen Bedingungen zu gewéhrleisten.

e Methylphenidat wird zusammen mit Ethanol unter verschiedenen Bedingungen
in humanem Leberhomogenat inkubiert:

= Es soll Gberprift werden, ob es sich bei der Bildung von Ethylphenidat
und Ritalinsaure um enzymatische Prozesse handelt.

= Dazu sollen die Enzymsattigungsbereiche fur die Ethanolkonzentration
und die Methylphenidatkonzentration bestimmt werden.

» Bei Inkubation aquimolarer Mengen von Methylphenidat und Kokain
soll Uberprift werden, in wie weit die Metabolisierungswege beider
Substanzen zusammenhéngen.

e In einem Inkubationsversuch von Methylphenidat und Ethanol in humanem

Serum soll die Serumstabilitat der Analyte Uberprift werden

In einer Probandenstudie nach GCP-Richtlinie soll gepruft werden, ob und wie viel
Ethylphenidat bei  konkurrierender Einnahme einer therapeutischen Dosis
Methylphenidat (20 mg) und einer moderaten Blutalkoholkonzentration von ca. 0,8 g/kg
durch Aufnahme wvon Wein entsteht und ob signifikante Unterschiede in der
Pharmakokinetik von Methylphenidat, Ethylphenidat und Ritalinsdure nachzuweisen
sind, sollte die Einnahmereihenfolge der Prifsubstanzen Methylphenidat und Ethanol
variiert werden. Dazu werden 9 gesunde, mannliche Probanden rekrutiert, die
Methylphenidat ohne und in Kombination mit Alkohol zu drei verschiedenen

Studientagbedingungen in variierter Reihenfolge einnehmen.
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Eine analytische Methode zum Nachweis von Methylphenidat, Ritalinsaure und
Ethylphenidat in Serumproben mittels LC TOF MS wird neu entwickelt. Diese
wird nach Richtlinie der GTFCh validiert.

Die Auswertung der Serumproben erfolgt anhand der Konzentrations-Zeit-
Kurven von Methylphenidat, Ritalinsdure und Ethylphenidat zu den drei
Konditionen. Aus diesen Daten werden deren pharmakokinetische Parameter
mittels WinNonLin (Version 5.2) und Microsoft Excel Office Version 2003,
2007) nach Einkompartimentmodell berechnet. Die Ergebnisse der
pharmakokinetischen Auswertung der drei Konditionen werden durch nicht-
parametrische Tests Uber SPSS (Version 14) auf signifikante Unterschiede

Uberprift.
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2 EXPERIMENTELLER TEIL

2.1 Gerate und Chemikalien

2.1.1

Gerate

Fur die Inkubationsversuche in humanem Leberhomogenat und humanem Serum

werden folgende Geréte verwendet:

Wasserbad mit Schittlervorrichtung GFL-1092 (GFL, Burgwedel)

Ultra Turrax T25 (Janke & Kunkel, Staufen) mit groRem Pirier-Aufsatz
Zentrifuge (Haereus Biofuge pico) mit max. 13 x 1000/min Umdrehungen
Waage

Microprocessor pH-Meter pH 535 (WTW, Weilheim)

Autosamplerglaser

LC TOF MS: 1100 oa-TOF System (Agilent, Waldbronn) mit 100 x 2.0 mm
Polaris C18-Ether 3 um Saule (Varian, Darmstadt)

Die Analyse der in der Probandenstudie gewonnenen Serumproben erfolgt mittels

Rapid Trace (Caliper Life Sciences, Russelsheim) / Gilson GX-274 ASPEC
(Gilson, Limburg-Offheim)

Varian Bond Elut Certifier HF Kartuschen 300 mg, 3 ml (Varian, Darmstadt)
TurboVap (Caliper Life Sciences, Risselsheim)

Heizblock (Liebisch, Bielefeld)

LC TOF MS (Agilent, Waldbronn)

Die Fest-Phasen-Extraktion der Serumproben erfolgt unter Benutzung einer Rapid

Trace bzw. einer Gilson Workstation. Die Serumproben werden uber basische

Extraktion eluiert. Fur die Extraktion werden Varian Certifier HF Kartuschen (300 mg,

3 ml) verwendet. Die Messung der aufgearbeiteten Serumproben erfolgt mittels

Flugzeitmassenspektrometrie durch MSD TOF (Agilent, Waldbronn).
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2.1.2 Chemikalien

Fur die Inkubationsversuche in humanem Leberhomogenat und humanem Serum

werden folgende Chemikalien verwendet:

Di-Natriumhydrogenphosphat-Puffer (0,1 Molar, pH 7,4)

Natriumfluorid-Salz

Gesattigte Natriumfluoridlosung, hergestellt aus Natriumfluorid-Salz
Norkokain 1 mg/ml Lésung, Norbenzoylecgonin 1 mg/ml Losung (Promochem,
Wesel); daraus hergestellter Interner Standard auf Acetonitril-Basis: Norkokain
1 pg/ml, Norbenzoylecgonin 2,5 pg/ml

Methylphenidat-Hydrochlorid (Novartis, Nlrnberg); daraus hergestellte
Methylphenidat-Lésung in Methanol (1 mg/ml)

Ritalinsaure-Hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Minchen); daraus hergestellte
Ritalinsaure-L6sung in Aqua dest. (1 mg/ml)

Ethanolische Salzsdure (1,25 molar) (Fluka, Seelze)

Ethylphenidat-Ldsung (0,05 mg/ml)

Ethanol vergallt

Zur Herstellung von Leberhomogenat wird auBerdem folgendes benétigt:

Leber (je etwa 100g) von im Institut fiir Forensische Medizin der J. W. Goethe-

Universitat, Frankfurt am Main obduzierten Leichen.

Fur die Analyse der Serumproben der Probandenstudie werden folgende Chemikalien

verwendet:

Basisches Extraktionsmittel (Dichlormethan, Isopropanol, Ammoniak im
Verhaltnis 80:20:2)

Methylphenidat-Lésung in Methanol (1 mg/ml)

Ritalinsdure-L6sung in Aqua dest. (1 mg/ml)

Ethylphenidat-Ldsung (0,05 mg/ml)

Interner Standard: Norkokain 1 pg/ml, Norbenzoylecgonin 2,5 pg/ml

Fir die Probandenstudie nach Arzneimittelgesetz:

Equasym 20 mg Tabletten (UCB, Monheim am Rhein) mit eigener Erlaubnis der

Betdubungsmittelausgabe, erteilt durch die Bundesopiumstelle
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2.1.2.1 Standardlésungen

2.1.2.1.1 Herstellung der Methylphenidat-L6sung

Methylphenidat-Hydrochlorid (Ciba, Schweiz) wird eingewogen und in Methanol
gelost, so dass eine 1 mg/ml Losung entsteht. Methylphenidat-Hydrochlorid (269,77
g/Mol) Dbesitzt eine hohere Molmasse als Methylphenidat (233,30 g/Mol). Zur
Herstellung einer 1 mg/ml Ldsung Methylphenidat werden demnach 1,16 mg
Methylphenidat-Hydrochlorid eingewogen und in 1 ml Methanol gelést, um eine 1

mg/ml Losung Methylphenidat herzustellen.

2.1.2.1.2 Herstellung der Ritalinsaure-L6sung

Ritalinsdure-Hydrochlorid (Ciba, Schweiz) wird eingewogen und in destilliertem
Wasser gelost, so dass eine 1 mg/ml Losung entsteht. Versuche zur Loslichkeit von
Ritalinsdaure in Losungsmitteln wie Methanol oder Aceton zeigten, dass Ritalinsdure in
diesen Losungsmitteln schlecht I6slich war und nur unter Zugabe von Natronlauge
gelost werden konnte. Dagegen ist die Loslichkeit von Ritalinséure in destilliertem

Wasser sehr gut.

2.1.2.1.3 Herstellung der Ethylphenidat-Losung

Ethylphenidat wird analog zu Markowitz et al. (1999) hergestellt. Dazu werden 50 pl
(entspricht 50 pg) Ritalinsdure aus der in 2.1.3.2 hergestellten 1 mg/ml Lésung unter
leichtem Luftstrom in einem Autosamplerglas eingedampft. Daraufhin wird die
eingedampfte Ritalinsdure mit 1 ml 1,25 molarer ethanolischer Salzséure tUberspult, das
Gefal verschlossen und tber 24 h im Trockenschrank bei 80°C zur Reaktion belassen.
Der Umsatz von Ritalinsaure zu Ethylphenidat wird durch Messung der relativen Peak-
Flachen Uber LC TOF MS bestimmt. Dazu wird die entstandene Losung 1:100 mit
destilliertem Wasser verdiinnt. VVon dieser verdiunnten Losung werden 50 pl vor der
Lagerung im Trockenschrank als Nullwert und 24 h nach der Reaktion im
Trockenschrank direkt in das LC TOF MS mit einem Injektionsvolumen von 2 pl
eingespritzt. Die Messung der relativen Peak-Flachen nach 24 h zeigt die vollstdndige

Umsetzung der Ritalinsdure zu Ethylphenidat, dargestellt in Abbildung 2-1.
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Abbildung 2-1:
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2.1.2.1.4 Herstellung des Internen Standards

Als Interne Standards fir Methylphenidat, Ethylphenidat und Ritalinsaure werden auf
Grund der chemischen Ahnlichkeit der funktionellen Gruppen (Abbildung 2-2)

Norkokain (1 mg/ml Ausgangskonzentration) und Norbenzoylecgonin (1 mg/ml

Ausgangskonzentration) verwendet. Diese werden durch Acetonitril so verdiinnt, dass

Endkonzentrationen von 1 pg/ml fir Norkokain bzw. 2,5 pg/ml fur Norbenzoylecgonin

entstehen. Die Internen Standards werden auf Acetonitril-Basis hergestellt, um dadurch

einen weiteren Faktor zur Proteinfallung im Leberinkubationsversuch einzubringen.
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Abbildung 2-2: Vergleich der Strukturformeln von Methylphenidat (MPH), Ethylphenidat (EPH) und
Ritalinsdure (RA) mit dem ISTD (Norkokain fur MPH und EPH, Norbenzoylecgonin fir RA).

2.1.2.2 Sonstige Chemikalien

2.1.2.2.1 Herstellung des Phosphat-Puffers

Zur Herstellung des Phosphat-Puffers wird ein 1 molarer Di-Natriumhydrogenphosphat-
Puffer verwendet. Dieser wird auf eine Molaritat von 0,1 verdunnt. Der pH -Wert wird
durch Natronlauge bzw. Salzséure auf 7,4 eingestellt, kontrolliert durch Benutzung

eines pH-Meters.

2.1.2.2.2 Herstellung der gesattigten Natriumfluorid-Lésung

Natriumfluorid-Salz wird unter Rihren in destilliertem Wasser geldst, bis eine
Séttigung eintritt, die sich durch den Bodensatz des (berschiissigen Salzes im Geféal3
zeigt. Die Loslichkeit von Natriumfluorid-Salz in destilliertem Wasser liegt bei 4 g auf
100 ml.

2.1.2.2.3 Herstellung von basischem Extraktionsmittel

Basisches Extraktionsmittel wird durch Mischung von Ammoniak, Isopropanol und
Dichlormethan im Verhaltnis 2:20:80 hergestellt.
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2.1.2.2.4 Silanisieren der Reagenzglaser

In Vorversuchen zeigte sich, dass sich Silanisieren der Glaser positiv auf die Analyse
der Serumproben, sowohl bei der Aufarbeitung als auch beim Auffangen des Eluats,
auswirkt. Die Glaser werden mit Dichlormethylsilan silanisiert und danach mit Toluol

und Isopropanol gespult, um schlieBlich im Trockenschrank getrocknet zu werden.

2.1.3 Biologische Proben

2.1.3.1 Humane Leber

Die fir die Inkubationsversuche benétigte humane Leber wird vom Institut flr
Forensische Medizin der J. W. Goethe-Universitat nach Obduktionen der Leichen zur
Verfiigung gestellt. Dabei wird insbesondere darauf geachtet, die Uberschreitung des
Autolysezeitraum von 3 Tagen zu vermeiden, um damit die Funktionsféahigkeit der
Leberenzyme zu gewdhrleistet. Auferdem wird die Leber direkt nach Erhalt
homogenisiert, um eingefroren zu werden, sodass die Haltbarkeit des Lebermaterials

verlangert wird (Dean et al. 1991).

2.1.3.2 Serumproben

Die Leerserumproben stammen aus dem bei -20°C tiefgefrorenem Leerserum-Pool des
Instituts flr Forensische Toxikologie. Die Reinheit dieser Proben in Bezug auf
Methylphenidat und andere Inhaltsstoffe wird iber Messung durch GCMS und LC TOF
MS bestétigt.

Die Serumproben der hier durchgefiihrten Probandenstudie werden direkt nach
Abnahme des EDTA-Bluts aus der Venenverweilkanile abgesert und bei -20°C
tiefgefroren. So kdénnen die Proben bis zur Analyse konserviert werden. Aus jeder
Serumprobe werden vor dem Einfrieren 350 pl Serum entnommen und fir die Messung

der Blutalkoholkonzentration durch Headspace-Gaschromatographie verwendet.

2.1.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Leberinkubationsversuche erfolgt unter Benutzung von
Microsoft Excel (Version Office 2003, 2007). Die Bildungsgeschwindigkeiten der
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Analyte werden durch die Steigung der relativen Peak-Flachen (ber den
Messzeitverlauf berechnet. Die Regression wird als MaR der Linearitat angegeben. Die
Signifikanz der Messergebnisse wird nach Annahme einer Normalverteilung durch die
Bestimmung des Mittelwerts und dessen Standardabweichung, sowie (ber Student-t
Test bzw. F-Test bestimmt.

Die pharmakokinetischen Daten der hier durchgefuhrten Probandenstudie werden unter
Benutzung von WinNonLin (Pharsight, Version 5.2) berechnet. Unter Annahme eines
Einkompartimentmodells werden dort die fur die Pharmakokinetik von Methylphenidat
und dessen Metaboliten wesentlichen Charakteristika in Form von Verteilungsvolumen
in Bezug auf die Bioverfiigbarkeit von Methylphenidat (V_f), Area under the curve
(AUC), Halbwertszeit der Absorption (KO01), Halbwertszeit der Elimination (K10),
Latenzzeit (tlag), maximale Konzentration (Cmax), maximale Zeit (tmax), Clearance in
Bezug auf die Bioverfugbarkeit von Methylphenidat (CI_f), extrapolierte AUC vom
Zeitpunkt Null bis unendlich (AUCinf) und Mean Residence Time (MRTinf), ebenfalls
extrapoliert bis ins Unendliche, bestimmt. Durch die hohe inter-individuelle
Heterogenitat der pharmakokinetischen Daten der Probanden wird zum Vergleich der
drei Studientagbedingungen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen. Uber nicht-
parametrische Tests, wie den Mann-Whitney-U Test wird mittels SPSS (Version 14) die
Signifikanz der Daten festgestellt.

2.1.4.1 Pharmakokinetische Parameter

Die pharmakokinetischen Parameter, die unter Annahme eines Einkompartimentmodells
aus den Konzentrations-Zeit-Kurven der Analyte tUber WinNonLin berechnet werden,
umfassen die maximale Konzentration (Cmax), als maximale Menge des Analyten pro
Serumvolumen und die dazugehdrige maximale Zeit (tmax). Ebenso wird die Area
under the Curve (AUC) als Integral der Arzneimittelkonzentration im Serum Uber die
Zeit, zum einen Uber den Messzeitraum, zum anderen ber den Messzeitraum hinaus ins
Unendliche extrapoliert (AUCinf), berechnet. Sie ist das Mal} fur die Substanzmenge im
Organismus.  Die  Latenzzeit (tlag) ist die  Zeitdifferenz ~ zwischen
Arzneimittelapplikation und dem Zeitpunkt, zu dem der Analyt messbar ist. Durch
Berechnung der Absorptionshalbwertszeit (HL K01) kdnnen Uber die Absorption des
Arzneimittels bzw. die Bildung der Metaboliten Aussagen gemacht werden. Sie ist die
Zeit, die vergeht, damit die Halfte der Arzneimittelkonzentration aus dem Serum
absorbiert wird. Die Eliminationshalbwertszeit (HL K10) ist die Zeit, die wéhrend der
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Eliminationsphase vergehen muss, damit die Arzneimittelkonzentration im Serum auf
die Halfte abgefallen ist. Sie wird durch das Verteilungsvolumen und die Clearance
begrenzt. Die Mean residence time (MRT) ist die mittlere Verweildauer eines intakten
Arzneimittelmolekuls im Kdrper. Sie beinhaltet alle kinetischen Prozesse einschlieBlich
der in-vivo Freisetzung aus der Dosierungsform nach oraler Aufnahme, der Absorption
und der Elimination. Sie wird ebenfalls Uber den Messzeitraum hinaus ins Unendliche
extrapoliert. Die Clearance (Cl_f) beschreibt die Elimination des Arzneistoffs aus dem
Korper. Sie ist definiert als das Plasmavolumen, das pro Zeiteinheit von einer Substanz
befreit wird. Sie ist hier von der Bioverfligbarkeit von Methylphenidat abhéngig.
Ebenso wie das Verteilungsvolumen (V_f), definiert als das Flissigkeitsvolumen, das
notwendig ist, um die gesamte Arzneimittelmenge aufzulésen, damit es eine der
Plasmakonzentration entsprechende Konzentration aufweist. Da Clearance und
Verteilungsvolumen nur fiktive GroBen sind, die von der Bioverfligbarkeit der
Substanzen abhéngen, werden sie durch WinNonLin nur fir Methylphenidat bestimmt.
Zu Verteilungsvolumen und Clearance von Ethylphenidat und Ritalinsdure kann durch

die erhobenen Daten keine Aussage gemacht werden.

2.2 Inkubationsversuche in humanem Leberhomogenat

2.2.1 Herstellung von Leberhomogenat

Leber wird direkt wéahrend bzw. nach der Obduktion aus dem Sektionssaal des Instituts
fur Forensische Medizin der J. W. Goethe-Universitdt Frankfurt am Main zur
Verfligung gestellt. Es wird darauf geachtet, dass der Autolysezeitpunkt von 3 Tagen
nicht Gberschritten wird. Die Leber wird abgewogen und das Gewicht sorgfaltig
dokumentiert. Um im Inkubationsversuch eine konstante Konzentration an
Lebermaterial zu gewahrleisten, wird dem Lebergewicht entsprechend Phosphat-Puffer
zur Verdunnung der Leberhomogenats beigefligt. Dabei werden Bedingungen aus den
Studien nach Bailey (1995a; 1994; 1995b), der Kokain zusammen mit verschiedenen
Alkoholen in Leberhomogenat inkubierte, verwendet. Mit Hilfe einer anatomischen
Pinzette und einer Schere wird die Leber in moglichst kleine Stiicke zerteilt und in ein
flr das Ultra Turrax Gerét geeignetes Zentrifugenglas gegeben. Dieses Zentrifugenglas
wird durch ein Becherglas stabilisiert. Zu 100 g zerkleinerte Leber werden 50 ml des
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oben hergestellten Phosphat-Puffers gegeben, so dass letztendlich ein Gesamtvolumen
des Leberhomogenats von ca. 150 ml entsteht. Das Leber—Puffer-Gemisch wird dann
unter Benutzung des groRen Purier-Aufsatzes des Ultra Turrax zu gleichméaRigem
Leberhomogenat verarbeitet. Das Gesamtvolumen des Leberhomogenats wird
abgemessen und dokumentiert. Danach wird das entstandene Homogenat mdglichst
gleichmé&Big auf zuschraubbare PlastikgefaBe verteilt. Nach der sorgfaltigen
Beschriftung und Nummerierung der PlastikgefaRe, wird das Leberhomogenat bei -
80°C bis zur Inkubation eingefroren. Dadurch, dass nachgewiesen wurde, dass die
Leberenzyme durch Einfrieren nicht zerstort werden (Dean et al. 1991), kann das
Leberhomogenat auf diesem Weg fir die folgenden Versuche konserviert werden.

2.2.2 Inkubation Uber 4 Stunden

Eine bei -80°C tiefgefrorene Portion des in 2.2.1 hergestellten humanen
Leberhomogenats wird langsam aufgetaut. Das Wasserbad mit Schiittlervorrichtung
wird auf 37°C eingestellt. 1,5 ml Eppendorf-Gefalie werden vorbereitet und sorgféltig
mit den Abnahmezeitpunkten beschriftet. In diese Gefdlle werden jeweils 10 pl
geséttigte Natriumfluorid-Ldsung vorgegeben, da Natriumfluorid nachweislich ein
Hemmstoff von Esterasen (Dean et al. 1991) ist und somit der Metabolismus von
Methylphenidat nach der Probenentnahme verhindert werden kann. Zusétzlich werden
50 ul des Internen Standards, der zur Leberproteinfallung auf Acetonitril-Basis
hergestellt wurde, bestehend aus der Losung von 1ug/ml Norkokain und 2,5 pg/ml
Norbenzoylecgonin, dazugegeben und mit der Natriumfluorid-Ldsung vermischt. Zur
weiteren Hemmung der enzymatischen Reaktion wird ein Eiswasserbad vorbereitet, in
dem die abgenommenen Proben bis zur weiteren Probenbearbeitung aufbewahrt werden
sollen. Nach Auftauen des Leberhomogenats wird dieses mit 4 ml des Phosphat-Puffers
vermischt, um ein Leberhomogenat-Puffer-Gemisch in einem Verhéltnis von 2:1 zu
erreichen. 1 ml des Phosphat-Puffers wird als Trégerlésung fur die Inkubationsldsung,
bestehend aus 6 pl Methylphenidat (im Ansatz 1 mg/L) und 60 pl Ethanol (im Ansatz
7,9 g/L), separat verwendet. Das Leberhomogenat-Puffer-Gemisch und die
Trégerlésungen werden Uber etwa 10 Minuten getrennt im Wasserbad auf 37°C erwarmt
und unter leichtem Schiitteln gemischt. Nach 10 Minuten wird die Trégerlésung dem
Leberhomogenat-Puffer-Gemisch hinzugefiigt und die Zeit bis zur jeweiligen

Probenentnahme gemessen. 200 pl Proben werden zu folgenden Zeitpunkten
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entnommen: 0 Minuten (Leerwert) - 30 Minuten - 1 Stunde - 2 Stunden - 3 Stunden - 4
Stunden. Die Proben werden in den vorbereiteten Eppendorf Gefallen mit den sich darin
befindlichen Lésungen vermischt und im Eiswasserbad aufbewahrt, bis sie bei héchster
Umdrehung zentrifugiert werden. Nach Zentrifugation werden 50 pl des klaren
Uberstands zur direkten Messung mittels LC TOF MS in vorbereitete

Autosamplerglaser tberfuhrt.

2.2.3 Inkubation Uber 30 Minuten

Eine bei -80 °C tiefgefrorene Portion des in 2.2.1 hergestellten Leberhomogenats wird
langsam aufgetaut. Wahrend des Tauvorgangs wird das Wasserbad mit
Schittlervorrichtung auf eine Temperatur von 37°C vorgewarmt. Da es beim
Versuchsaufbau Uber 4 Stunden (2.2.2) zu keiner kompletten Fallung der Leberprotein
bzw. Leberpartikel kam, wird die Methode in Bezug auf die Proteinfallung
abgewandelt. Um eine effektive Fallung der Leberprotein/Leberpartikel zu erreichen,
wird hierfiir Acetonitril im Uberschuss verwendet. Alle Konzentrationen von der
Probenentnahme bis zum Internen Standard werden beibehalten, damit die Ergebnisse
mit dem Versuchsaufbau uber 4 Stunden (2.2.2) vergleichbar sind. In 1,5 ml Eppendorf-
GeféaRe werden 200 ul Acetonitril, 50ul Interner Standard auf Acetonitril-Basis und 10
ul geséttigte Natriumfluorid-Losung, von der bekannt ist, dass sie die enzymatische
Katalyse von Esterasen in der Leber hemmt (Dean et al. 1991), vorgegeben. Zur
Probenentnahme werden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet, um die Aufnahme
des dickflissigen Leberhomogenats zu erleichtern. Gleichzeitig werden fur den Versuch
Tréagerlésungen in Phosphat-Puffer vorbereitet. Dazu wird jeweils 1 ml des Phosphat-
Puffers verwendet, in die je nach Fragestellung eine variable, vom Versuchsaufbau
abhangige Methylphenidatkonzentration bzw. Ethanolkonzentration vorgegeben
werden. Becherglaser werden vorbereitet, in denen 3 ml Phosphat-Puffer mit 2 ml des
aufgetauten Leberhomogenats vermischt werden. Nach Zugabe der Trégerldsung (siehe
2.2.2) entsteht somit ein Leberhomogenat-Puffer-Gemisch im Verhdltnis 2:1, was
deutlich stérker konzentriert ist, als es in der Studie von Bailey (1995a) vorgegeben
wurde. Die mit dem Leberhomogenat-Puffer-Gemisch gefiillten Bechergldser werden in
das Wasserbad gestellt und getrennt von den Tragerlésungen unter leichtem Schitteln
gleichmaRig auf 37°C erwdrmt. Nach etwa 10 Minuten werden die Tragerlésungen

herausgenommen und auf die Bechergldser mit dem Leberhomogenat-Puffer-Gemisch
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verteilt und vermischt. Ab diesem Zeitpunkt wird mit Hilfe einer Stoppuhr die Zeit
gemessen. Aus praktischen Griinden und weil bei diesen Zeitabstdnden ein ausreichend
linearer Anstieg der Ritalinsaure- und Ethylphenidatbildung nachweisbar ist, werden zu
folgenden Zeitpunkten 200 pl Proben in leere EppendorffgefaRe entnommen: bei 10
Minuten - 16 Minuten - 23 Minuten - 30 Minuten. Sofort nach Entnahme der Proben
werden diese bei hochster Umdrehung fir zwei Minuten zentrifugiert. Nach
Zentrifugation, durch das bereits ein Grof3teil der Leberproteine und -partikel ausfallt,
werden 50 pl des klaren Uberstands in die Eppendorf-GefaRe, in den sich Acetonitril,
Interner Standard und Natriumfluorid-Lésung befinden, tberfihrt und vermischt. Das
dabei entstandene Gemisch wird ein weiteres Mal fur drei Minuten bei hochster
Umdrehung zentrifugiert. 50 pl des klaren Uberstands werden zur direkten Analyse

mittels LC TOF MS in die vorab beschrifteten Autosamplergléaser berfihrt.

2.2.4 Validierung des Leberinkubationsversuchs

Als Standardkonzentrationen fiir alle folgenden Inkubationsversuche in humanem
Leberhomogenat werden folgende Inkubationskonzentrationen fir Methylphenidat und
Ethanol in Anlehnung an die Versuche von Bailey fir Kokain und Propanol (1995a)
festgelegt. Fur Methylphenidat werden 6 pl einer im Ansatz 1mg/L LOsung verwendet,
fur Ethanol 60 pl einer 98 % Ldsung, was 7,9 g/L Ethanol im Ansatz entspricht. Zur
Validierung der Reproduzierbarkeit und Laborprazision der neu entwickelten
analytischen Methode zum Nachweis der Ethylphenidatbildung unter dieser
Standardbedingung, werden die Steigungen und die Regression der relativen Peak-
Flachen von Ethylphenidat Gber den Messzeitverlauf an 8 Versuchstagen mit n=3
Versuchen derselben Leber bestimmt. Die Probenentnahme erfolgt auf Grundlage der
Inkubationsversuche tber 30 Minuten und aus praktischen Grinden bei 10 — 16 — 23 —
30 Minuten (siehe 2.2.3).

2.2.5 Inkubation ohne Leberhomogenat

Bei Inkubation von Methylphenidat ohne bzw. zusammen mit Ethanol bzw. von
Ritalinsdure zusammen mit Ethanol in Phosphat-Puffer, soll untersucht werden, in wie
weit die Bildung von Ritalinsaure und Ethylphenidat von humanem Leberhomogenat

abhangt. Dazu wird im in 2.2.3 beschriebenen Versuchsaufbau nach Standardbedingung



34

das Leberhomogenat durch 6 ml Phosphat-Puffer (0,1 molar, pH 7,4) ersetzt. Zum
Phosphat-Puffer, der ebenso wie das Leberhomogenat unter leichtem Schutteln auf
37°C erwarmt wird, werden die Inkubationslésungen, die nur Methylphenidat bzw.
Methylphenidat und Ethanol bzw. Ritalinsdure enthalten, zugefugt. Die Entnahme und
Aufbearbeitung der Proben erfolgt nach der in 2.2.3 beschriebenen Methode. Proben
werden bei 10 - 20 - 30 - 60 -120 -180 - 240 Minuten entnommen und mittels LC TOF

MS gemessen.

2.2.6 Inkubation in Leberhomogenat ohne Methylphenidat

Bei Inkubation von Ritalinsdure und Ethanol in humanem Leberhomogenat soll die
Abhangigkeit der Ethylphenidatbildung von Methylphenidat untersucht werden. Die
Ausgangbedingung fur die Verdlinnung des Leberhomogenats bleibt, wie in 2.2.3
beschrieben, erhalten. Dem Leberhomogenat wird nach der Erwarmung im Wasserbad
an Stelle des Methylphenidats Ritalinsdure (im Ansatz ebenfalls 1 mg/L) zusammen mit
Ethanol beigemischt. Proben werden bei 10 — 20 — 30 — 60 — 120 — 180 — 240 Minuten
entnommen und nach der in 2.2.3 beschriebenen Methode bearbeitet. Die Bildung von
Ethylphenidat wird mittels LC TOF MS gemessen.

2.2.7 Inkubation mit Enzymhemmung durch Natriumfluorid

Ob sowohl die Bildung von Ritalinséure als auch die von Ethylphenidat enzymatisch
von einer Esterase katalysiert werden, soll bei Inkubation unter Zusatz wvon
Natriumfluorid fur n=3 untersucht werden. Dabei wird der in 2.2.3 verwendete
Versuchsaufbau, die Inkubation von Methylphenidat und Ethanol in den dort
beschriebenen Konzentrationen, ibernommen. Jedoch werden 200 pl einer gesattigten
4 % Natriumfluoridlésung zusétzlich in jede Inkubationslosung appliziert. Geséttigte
Natriumfluorid-Lésung gilt als Hemmstoff von Esterasen und hemmt nachweislich
ebenfalls die Veresterung von Kokain in Gegenwart von Ethanol zu Kokaethylen (Dean
et al. 1991). Proben werden aus praktischen Griinden bei 10 — 16 — 23 — 30 Minuten
entnommen und wie in 2.2.3 beschrieben bearbeitet. Die Bildungsgeschwindigkeiten
von Ritalinsdure und Ethylphenidat werden mittels LC TOF MS gemessen und mit dem
standardisierten Versuchsaufbau ohne Natriumfluoridlésung (siehe 2.2.3) derselben

Leber verglichen.
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2.2.8 Inkubation von Methylphenidat zusammen mit Kokain

Da angenommen wird, dass die Umesterung von Methylphenidat zu Ethylphenidat in
Anwesenheit von Ethanol Uber das selbe Enzym, die humane Carboxylesterase 1A,
katalysiert wird, das ebenfalls am Metabolismus von Kokain in Anwesenheit von
Ethanol zu Kokaethylen beteiligt ist, wird untersucht, ob die gleichzeitige Inkubation
von Methylphenidat, Kokain und Ethanol sich hemmend auf die Bildung von
Ethylphenidat bzw. Ritalinsdure und Kokaethylen bzw. Benzoylecgonin auswirkt. Dazu
werden aquimolare Mengen von Methylphenidat und Kokain der Trégerlosung mit
Ethanol (60 pl entspricht 7,9 g/L Alkohol) wie in 2.2.3 beschrieben im
Leberhomogenat-Puffer-Gemisch  inkubiert.  Methylphenidat ~ wird in  der
Ausgangskonzentration 6l einer im Ansatz 1 mg/L Lésung appliziert, Kokain in einer
aquimolaren Konzentration von 7,8 pl einer im Ansatz 1 mg/L Lésung fur n=5. Proben
werden bei 10 - 16 — 23 — 30 Minuten entnommen und wie in 2.2.3 beschrieben
bearbeitet, bevor sie durch LC TOF MS ausgewertet und mit einer Standardinkubation

ohne Kokain des selben Leberhomogenats verglichen werden.

2.2.9 Inkubationen mit Variation der Ethanolkonzentration

Um die Abhéngigkeit der Ethylphenidat bzw. Ritalinsdurebildung von der
Konzentration des inkubierten Ethanols zu untersuchen, wird in den Inkubationen die
Ethanolkonzentration bei konstanter Methylphenidatkonzentration variiert. Dazu wird
Ethanol in den nachfolgenden Konzentration der Inkubationsldsung, die standardisiert 6
ul Methylphenidat (entspricht im Ansatz 1 mg/L) enthélt, zugefugt: 0 ul (0 g/L) - 3 pl
(0,4 g/L) -10 pl (1,3 g/L) - 20 pl (2,6 g/L) - 40 ul (5,3 g/L) - 60 pl (7,9 g/L) Ethanol.
Proben werden bei 10 — 16 — 23 — 30 Minuten entnommen und wie in 2.2.3 beschrieben

bearbeitet, bevor sie mittels LC TOF MS ausgewertet werden.

2.2.10 Inkubationen mit Variation der Methylphenidatkonzentration

Um die Abhéngigkeit der Ethylphenidatbildung von der Methylphenidatkonzentration
zu untersuchen, wird in den Inkubationen die Methylphenidatkonzentration bei
konstanter Ethanolkonzentration variiert. Methylphenidat wird in den folgenden
Konzentrationen inkubiert: 2 ul (0,3 mg/L) — 4 pl (0,7 mg/L) — 6 pl (1,0 mg/L) — 8 pl
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(1,3 mg/L) werden den 60 pl (7,9 g/L) Ethanol in den Inkubationslésungen beigemischt
(jeweils n=5). Proben werden bei 10 — 16 — 23 — 30 Minuten entnommen und wie in

2.2.3 beschrieben bearbeitet, bevor sie mittels LC TOF MS analysiert werden.

2.3 Inkubationsversuche in humanem Serum

2.3.1 Inkubation Uber 4 h

Da die Serumproben, die in der Probandenstudie gewonnen werden, bis zur Analyse
mittels LC TOF MS gekuhlt aufbewahrt werden und da bekannt ist, dass Kokain in
Serum metabolisiert wird (Mattes et al. 1996), wird die Stabilitdt von Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsdure in  humanem Serum untersucht. Dazu wird
Methylphenidat in der standardisierten Konzentration der Leberinkubationen (1 mg/L)
zusammen mit Ethanol (7,9 mg/L) ebenfalls in standardisierter Konzentration in 6 ml
Leerserum (pH 8), das vom Institut fir Forensische Toxikologie Uber den
Blutspendedienst des Universitatsklinikums der J. W. Goethe-Universitat in Frankfurt
am Main bezogen wird und dessen Reinheit durch Messung tber GCMS und LC TOF
MS Uberpruft wurde, tGber 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Proben werden bei 0 — 1 -2 —
3 — 4 Stunden entnommen und wie in den Leberinkubationen (2.2.3) beschrieben,

bearbeitet, bevor sie mittels LC TOF MS analysiert werden.

2.3.2 Inkubation Uber 2 Stunden unter verschiedenen

Bedingungen

Um signifikante Unterschiede der Seruminkubation unter verschiedenen Bedingungen
zu untersuchen, wird Methylphenidat zusammen mit Ethanol mit bzw. ohne Serum (pH
7,4) fur jeweils n=5 bei 37°C inkubiert. Proben werden zu zwei Zeitpunkten, bei 0 und
2 h entnommen. Die Differenzen der relativen Peak-Flachen beider Zeitpunkte von

Ethylphenidat und Ritalinsaure werden berechnet und verglichen.
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2.3.2.1 Inkubation unter Standardbedingungen in Phosphat-
Puffer

Um die alkalische Hydrolyse von Methylphenidat zu Ritalinsdure naher zu untersuchen,
wird Methylphenidat zusammen mit Ethanol in Phosphat-Puffer (pH 7,4, 0,1 molar) fiir
n=5 Ansédtze inkubiert. Proben werden bei O und 2 h entnommen. Die
Probenbearbeitung folgt dem in 2.2.3 beschriebenen Verfahren, bevor die Proben
mittels LC TOF MS analysiert werden. Die Differenzen der relativen Flachen von
Ritalinsdure und Ethylphenidat beider Zeitpunkte werden mit den anderen

Versuchsbedingungen verglichen.

2.3.2.2 Inkubation unter Standardbedingungen

Um die Stabilitat von Methylphenidat bei Inkubation in Serum néher zu untersuchen,
wird Methylphenidat zusammen mit Ethanol in Serum, dessen pH-Wert durch
verdunnte Salzsdure auf 7,4 eingestellt wurde, inkubiert (n=5). Proben werden nach
dem in 2.2.3 beschriebenen Verfahren bei 0 und 2 h entnommen und ausgewertet.

2.3.2.3 Inkubation mit Natriumfluoridhemmung

Um einen moglichen enzymatische Prozess am Metabolismus von Methylphenidat und
der Bildung von Ethylphenidat bzw. Ritalinsdaure in der Seruminkubation zu
untersuchen, wird Methylphenidat zusammen mit Ethanol unter Zusatz von 200 pl
Natriumfluorid-Lésung in Serum (pH 7,4) inkubiert. Proben werden bei O und 2 h
entnommen und nach der in 2.2.3 aufgefiihrten Methode bearbeitet und ausgewertet.

2.4 Probandenstudie nach Arzneimittelgesetz

Zur Untersuchung der Pharmakokinetik von Methylphenidat und dessen Metaboliten
Ritalinsure und Ethylphenidat, wird eine Probandenstudie nach GCP-Richtlinie (GCP-
Verordnung) geplant. Diese soll Aufschluss dariiber geben, in wie weit Ritalinsaure
beim Metabolismus von Methylphenidat entsteht und wie viel Ethylphenidat bei
kombinierter Einnahme zusammen mit Ethanol gebildet wird, vor allem unter
Berticksichtigung der Einnahmereihenfolge. Die Studie muss vor der Durchfuhrung

nach den gesetzlichen Regelungen des Arzneimittelgesetzes(AMG) zur Genehmigung
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der lokalen Ethik-Kommission, sowie der Bundesbehorde vorgelegt, sowie dem
Regierungsprésidium in Darmstadt angemeldet werden.

2.4.1 Gesetzliche Voraussetzung und Antragstellung

Die Studie wird nach den Richtlinien der ,,Verordnung iiber die Anwendung der Guten
Klinischen Praxis bei der Durchfiihrung von klinischen Priifungen mit Arzneimitteln zur
Anwendung am Menschen (GCP - Verordnung)“ vom 9. August 2004, diec durch das
Bundesministerium fur Gesundheit und soziale Sicherung verabschiedet wurde,
durchgefuhrt (GCP-Verordnung). Diese bezieht sich auf das Arzneimittelgesetz in der
Fassung der Bekanntmachung vom 12. Dezember 2005 (AMG). Zweck dieser
Verordnung ist die Einhaltung der Guten Klinischen Praxis in der Planung,
Durchfiihrung und Dokumentation klinischer Prifungen am Menschen. Sie dient der
Gewabhrleistung der Rechte, der Sicherheit und des Wohlergehens der betroffenen
Personen, die als Probanden an der Studie teilnehmen und der Glaubwirdigkeit der
Ergebnisse der Prifung. Sie regelt die Aufgaben, Verantwortungsbereiche und
Verfahren hinsichtlich der Planung, Genehmigung, Durchfilhrung und Uberwachung
von klinischen Prifungen am Menschen nach § 4 Abs. 23 des Arzneimittelgesetzes
sowie die Dokumentation und Berichterstattung dieser. Zur Genehmigung der hier
durchgefuhrten klinischen Studie ist deshalb die Antragstellung durch den Sponsor an
die Bundesbehdrde und die ortliche Ethik-Kommission nétig. Der Antrag muss
folgende Angaben und Unterlagen laut GCP-Verordnung enthalten: die Kopie des
Bestatigungsschreibens fiir die von der Europaischen Datenbank vergebende EudraCT-
Nummer des Prifplans, ein vom Sponsor oder dessen Vertreter unterzeichnetes
Begleitschreiben in deutscher Sprache, das die EudraCT-Nummer, den Priufplancode
des Sponsors und den Titel der klinischen Prifung enthdlt und auf Besonderheiten der
klinischen Prifung hinweist, der vom Hauptprifer oder dem Leiter der klinischen
Prifung sowie vom Sponsor oder seinem Vertreter unterzeichnete Prifplan unter
Angabe des vollstandigen Titels der klinischen Prifung, der Fassung und des Datums,
Name und Anschrift des Sponsors, Namen und Anschriften der Einrichtungen, die als
Prifstelle oder Pruflabor in die klinische Prifung eingebunden sind, sowie des
Hauptprifers und des Leiters der klinischen Prufung, Angaben Uber die Berufe von
Prufern, die nicht Arzt sind, der wissenschaftlichen Anforderungen des jeweiligen

Berufs und der seine Ausubung voraussetzenden Erfahrungen in der Patientenbetreuung
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sowie Darlegung, dass der jeweilige Beruf fur die Durchfihrung von Forschungen am
Menschen qualifiziert und Darlegung des besonderen Gegebenheiten der klinischen
Prifung, die die Prufertatigkeit eines Angehorigen des jeweiligen Berufs rechtfertigen,
Priferinformation, Bezeichnungen und Charakterisierung der Prifpraparate und
Wirkstoffe, Gegenstand der klinischen Prifung und deren Ziele, Anzahl, Alter und
Geschlecht der betroffenen Personen, Erlauterungen der Kriterien zur Auswahl der
betroffenen Personen sowie der hierzu zu Grunde gelegten statistischen Erwégungen,
Begrindung dafur, dass die gewéhlte Geschlechterverteilung in der Gruppe der
betroffenen Personen zur Feststellung maoglicher geschlechtsspezifischer Unterschiede
bei der Wirksamkeit oder Unbedenklichkeit des gepriften Arzneimittels angemessen ist,
der Plan der Weiterbehandlung und medizinischen Betreuung der betroffenen Personen
nach dem Ende der klinischen Prufung, die Bestatigung, dass betroffene Personen uber
die Weitergabe ihrer pseudonymisierten Daten im Rahmen der Dokumentations- und
Mitteilungspflichten nach 812 und 813 an die dort genannten Empféanger aufgeklart
werden. Zusatzlich werden der Ethikkommission folgende Angaben gemacht:
Erlauterung der Bedeutung der klinischen Prifung, Bewertung und Abwagung der
vorhersehbaren Risiken und Nachteile der Klinischen Prifung gegeniber dem
erwarteten Nutzen, Angaben zur Finanzierung, Lebensléufe und
Qualifikationsnachweise der Prifer, Angaben zu mdglichen wirtschaftlichen und
anderen Interessen der Prufer im Zusammenhang mit den Prifpraparaten, Angaben zur
Eignung der Prifstelle, Informationen und Unterlagen, die die betroffenen Probanden
erhalten, in deutscher Sprache, Beschreibung der vorgesehenen Untersuchungsmethode
und eventuelle Abweichungen von den in der medizinischen Praxis ublichen
Untersuchungen, Beschreibung der vorgesehenen Verfahrensweise, mit der verhindert
werden soll, dass betroffene Personen gleichzeitig an mehreren klinischen Priifungen
oder Forschungsprojekten teilnehmen oder vor Ablauf einer erforderlichen Karenzzeit
an der klinischen Studie teilnehme, Beschreibung, wie der Gesundheitszustand gesunder
betroffener Personen dokumentiert werden soll, Nachweis einer Versicherung nach 840
Abs. 1 Satz 3 Nr. 8 und Abs. 3 des Arzneimittelgesetz, hinsichtlich der der
Entschédigung der betroffenen Personen getroffene Vereinbarungen, Erklarung zur
Einhaltung des Datenschutzes, alle wesentlichen Elemente der zwischen Sponsor und
der Prufstelle vorgesehenen Vertrége, Kriterien fiir das Aussetzen oder die vorzeitige

Beendigung der klinischen Prifung.
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Zur Verwendung bzw. Ausgabe von Methylphenidat als Prufsubstanz ist auRerdem von
der Prifstelle, sowie von der Apotheke, tber die die Prifsubstanz bezogen werden soll,
ein Antrag an die Bundesopiumstelle zu stellen, der die Sicherungen des
Aufbewahrungsortes der Prifsubstanz, sowie die Qualifikation des Hauptpriifers und
die Zielsetzung der Studie beinhaltet, da Methylphenidat dem Betdubungsmittelgesetz
unterliegt. Das zustdndige Regierungsprasidium wird ebenfalls von der Durchfiihrung
der Studie informiert.

Nach Abschluss der Studie wird diese bei Ethik-Kommission und Bundesbehérde durch

einen Studienabschlussbericht abgemeldet.

2.4.2 Aufbau und Zielsetzung der Probandenstudie

Die hier durchgefuhrte Probandenstudie wird als klinische Pilotstudie der Phase |
geplant, da sie Ethylphenidat als eine neue aktive Substanz bei gesunden Probanden
untersucht. Ziel ist es, an 3 Studientagen, an denen verschiedene Einnahmebedingungen
herrschen, zu messen, ob es zu signifikanten Unterschieden der Pharmakokinetik von
Methylphenidat und dessen Abbauprodukten Ritalinsdaure und Ethylphenidat bei
Anderung und Vergleich der Einnahmereihenfolge der Priifsubstanzen Methylphenidat
und Ethanol kommt. Zur Kontrolle wird an einem Studientag Methylphenidat ohne

Alkohol eingenommen.

2.4.3 Rekrutierung der Probanden und Probandenkollektiv

Vor Studienbeginn werden 10 mannliche Probanden, hauptséachlich Medizinstudenten,
rekrutiert, da anzunehmen ist, dass sich der Metabolismus von Methylphenidat bei
weiblichem und mannlichem Geschlecht unterscheidet (Patrick et al. 2007). Diese
erfullen folgende Einschlusskriterien: sie sind mannlich, im Alter zwischen 18 und 40
Jahren alt und nach Anamnese, festgelegten Laborparametern und einer orientierenden
internistischen und neurologischen Untersuchung gesund. Als dafur vorgegebene
Laborparameter dienen Nierenwerte (Kreatinin und Harnstoff), Leberwerte (GPT,
GOT), Elektrolyte (Na*, K*, CI"), Gerinnungswerte (Quick, TZ, Thrombozytenzahl) und
das groRe Blutbild, sowie TSH als Marker fir die Schilddrusenfunktion. In der
orientierenden internistischen und neurologischen Untersuchung wird besonders Wert

darauf gelegt, den Gesundheitsstaus der Probanden anhand der kardiovaskularen und
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neurologischen Funktion zu bestimmen. Die kardiovaskuldre Untersuchung beinhaltet
im Speziellen die Inspektion und Auskultation von Herz und Lungen, ebenso wie die
Bestimmung der Vitalparameter (Blutdruck und Puls), die wahrend der Studientage
ebenfalls Gberwacht werden. Neurologisch werden die Reflexe auf Seitengleichheit und
Auspragung uberpruft und die Hirnnerven untersucht. Um eine Drogenabhangigkeit
auszuschlielen, wird bei der Rekrutierung und zu Beginn eines jeden Studientages der
gewonnene Urin einem Drogenscreening unterzogen. Die Ausschlusskriterien werden
anhand des Nebenwirkungsspektrums von Methylphenidat bzw. Ethanol festgelegt und
bei der Rekrutierung durch eine ausfuhrliche Anamnese abgefragt. Die
Ausschlusskriterien  beinhalten eine vorbestehende Therapie, den chronischen
Missbrauch und/oder  die Substanzabhangigkeit ~ von Methylphenidat,
Drogenabhangigkeit, Alkoholismus, vorbestehende Lebererkrankungen,
Alkoholempfindlichkeitsstorung, das akutes Stadium eines  Schlaganfalls,
Epilepsieneigung, schwere Depressionen, schizophrene Symptome, Anorexia nervosa,
eine psychopathologische Personlichkeitsstruktur, eine VVorgeschichte mit aggressivem
Verhalten und Suizidgefahrdung, in der Familienanamnese beschriebene motorische
Tics, Tourette-Syndrom und andere motorischen Stérungen, schwere Hypertonie,
Hyperthyreoidismus, Angina pectoris, kardiale Arrhythmien, Glaukom, Thyreotoxikose,
die gleichzeitige Einnahme von MAO-Inhibitoren bzw. deren Einnahme innerhalb der
letzten 2 Wochen und bekannte Uberempfindlichkeit gegeniiber dem Wirkstoff oder
sonstigen Bestandteilen wie z.B. Laktose (Galaktose-Intoleranz, Lapp-Laktasemangel
oder Glukose-Galaktose-Malabsorption).

Die 10 Probanden werden aufRerdem bereits wahrend der Rekrutierung uber die Ziele
und Belastungen der Studie aufgeklart und es wird auf mdgliche Gefahren und
Nebenwirkungen hingewiesen. Auch die Verwendung der im Rahmen der Studie
entstehenden Ergebnisse und die dabei bestehende Pseudonymisierung der
Probandendaten und die Datenschutzbestimmungen werden besprochen und
dokumentiert. Die Teilnahme wird bestatigt, wenn die Einverstandniserklarung
unterschrieben wurde. Im Rahmen der Rekrutierung, ebenso wie an jedem einzelnen
Studientag wird ein Urin-Drogenscreening durchgefiihrt, um eine eventuelle
Drogenabhangigkeit auszuschlieBen. AuBerdem werden die Vitalparameter (Puls,
Blutdruck) Uberpruft und dokumentiert, um sie mit den Werten der an den Studientagen

gemessenen Parameter zu vergleichen.
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2.4.4 Geplanter Ablauf der Studientage

3 verschiedene Konditionen in Bezug auf die Einnahmereihenfolge von Methylphenidat
und Ethanol als Prifsubstanzen sollen an 3 Studientagen untersucht werden. Die drei
Konditionen beinhalten die alleinige Einnahme von Methylphenidat (MPH alleine), die
Aufnahme von Ethanol 30 Minuten vor der Methylphenidateinnahme (Ethanol+MPH)
und die umgekehrte Reihenfolge, die Einnahme von Methylphenidat 30 Minuten vor
Ethanolaufnahme (MPH+Ethanol). Methylphenidat wird dabei zu jeder der drei
Studientagbedingungen in einer therapeutischen Dosis von 20 mg (Equasym, UCB)
eingenommen, Ethanol wird in Form von Wein bis zu einer Blutalkoholkonzentration
von ca. 0,8 g/kg (12 Vol% = 9,6 g/100ml) bei Durchfiihrung der zweiten und dritten

Kondition verabreicht.

Blutentnahme 0--0,25---0,5---0, 75 -1 ----1,5-nx-2nnx-2,5enne-Berne-B Bermeelymnnnly 5ovmnBoemnanaBnenaT h

Urinproben
E

Alkohol
j Alkohol

MPH alleine

Ethanol + MPH

MPH + Ethanol

Abbildung 2-3: Ablauf der Studientage (*= Methylphenidat, Alkohol = Wein bis
zu einer BAK von ca. 0,8 g/kg)

Die Probanden werden an allen drei Studientagen, gebeten zur Durchfihrung der Studie
nichtern in das Institut fir Forensische Toxikologie zu kommen. Damit sollen
einheitliche Bedingungen in Bezug auf die Einnahme der Prifsubstanzen geschaffen
werden. Dort wird ein einheitliches Frihstiick vollstandig eingenommen, bevor die
Venenverweilkanilen  gelegt  werden.  Nach  Einnahme der jeweiligen
Methylphenidatdosis, werden in der ersten Stunde viertelstindlich, dann halbstindlich
dann stindlich insgesamt 15 Blutproben einer geringen Blutmenge von 10 ml pro
Zeitpunkt entnommen, sofort abzentrifugiert, abgesert und im Kuhlschrank bei -20° bis
zur weiteren Untersuchung aufbewahrt. Urin wird ab der Einnahme der Priifsubstanzen

gesammelt. Zwischen den einzelnen Studientagen muss zum Schutz der Probanden
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mindestens ein zeitlicher Abstand von 5 Tagen liegen, um die vollstdndige Elimination
von Methylphenidat zu gewahrleisten.

2.4.5 Bearbeitung von Serumproben

Das nach der Blutentnahme durch die Venenverweilkaniile abgenommenen EDTA-Blut
wird direkt nach Abnahme zentrifugiert, abgesert und bei -20°C bis zur Analyse
eingefroren. Am Tag der Analyse werden die Seren aufgetaut und auf die Substanzen
Methylphenidat, Ethylphenidat und Ritalinsdure auf der Basis der neu entwickelten
analytischen Methode, deren Qualitat nach den Richtlinien der GTFCH bestétigt wurde
(2.4.7), analysiert. Die Reinsubstanzen von Methylphenidat und Ritalinsdure stehen als
Feststoff zur Verfiigung. Referenzlésungen von Methylphenidat und Ritalinsdure mit
einer Konzentration von 1mg/ml werden mit Hilfe von Losungsmitteln hergestellt.
Ethylphenidat wird nach Angabe von Markowitz et al. (1999) mittels Ethanolischer-
Salzsdure (1,25 molar) und eingedampfter Ritalinsdure synthetisiert. Diese Losungen
werden als Referenzen fir die gleichzeitige Serumkalibration benutzt. Zur Messung der
Substanzen in den Serumproben wird eine Festphasen-Extraktion von 1 ml Serum in
silanisierten Glésern in Anlehnung an das Standard-Protokoll fur basische Substanzen
(Toennes, Kauert 2001) durchgefiihrt und die Analyse mittels HPLC gekoppelt an eine
Flugzeitmassenspektrometrie angeschlossen. Dazu werden die abgedampften Extrakte
mit 2x100ul Methanol zu einer Vorgabe von 50ul Isopropanolischer Salzséure
uberspult, erneut abgedampft und wiederum mit 50ul Acetonitril:Wasser (80:20, v/v),
das 0,1% Ameisenséure beinhaltet, tberspult. Von dieser Lésung werden 4ul unter der
Benutzung eines Agilent 1100 oa-TOF Systems (Waldbronn) in positivem lonisation
Modus (ESI) analysiert. Die Auswertung der Daten erfolgt in einem Massenspektrum
von m/z 100 to 1000 bei gleichzeitiger Korrektur der Massenachse mittels zweier
Kalibratoren. Es wird eine 100 x 2,0 mm Polaris C18-Ether 3um Sé&ule (Varian,
Darmstadt) bei 50°C bei einem Acetonitril/Ameisensédure 0,1% Gradienten (10 zu

100%, v/v) von 0,4 ml/Min Uber einen Zeitraum von 9 Minuten benutzt.

2.4.6 Evaluierung der Serumproben

Die Serumproben der Studienprobanden, gesammelt Gber den jeweiligen Studientag,

werden durch die in 2.4.5 beschriebene Methode auf Methylphenidat und dessen
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Metabolite analysiert. Die daraus resultierenden Konzentrations-Zeit-Kurven der
Probanden werden im Vergleich der verschiedenen Studientagbedingungen aufgetragen.
Daraus werden die pharmakokinetischen Eigenschaften wie Verteilungsvolumen, Area
under the curve, Absorptionshalbwertszeit, Eliminationshalbwertszeit, Latenzzeit, tmax,
Cmax, Clearance, AUCInf und Mean Residence Time (siehe 2.1.6.1) in Abhéngigkeit
zu den verschiedenen Studientagbedingungen Uber WinNonLin (Version 5.3) und
Microsoft Excel (Version Office 2003, 2007) berechnet und Uber nicht-parametrische

Tests unter Verwendung von SPSS (Version 14) verglichen.

2.4.7 Validierung der neu entwickelten analytischen Methode

Die Validierung der neu entwickelten analytischen Methode zur Bestimmung von
Methylphenidat und dessen Metaboliten sowohl in den Leberinkubationsversuchen als
auch aus den Serumproben der hier durchgefiihrten Probandenstudie, basiert auf der
Validierungsrichtlinie der GTFCh (Peters F. T. et al. 2004). Sie ist Grundvoraussetzung
fur die Qualitat und die Vergleichbarkeit der Analyseergebnisse und erforderlich flr die
Dokumentation der Eignung des Analyseverfahrens. Die Validierung basiert auf
verschiedenen Parametern, die der Reproduzierbarkeit des analytischen Verfahrens
dienen. Die Selektivitat beschreibt die Erfassung verschiedener nebeneinander zu
bestimmende Analyten ohne gegenseitige Stdrungen durch andere endogene oder
exogene Substanzen wie Metabolite, Verunreinigungen oder Abbauprodukte. Sie dient
der eindeutigen Erfassung des Analyten und ist Voraussetzung fur die Qualitat der
analytischen Methode. In der Praxis werden dazu mindestens sechs Leerproben aus
verschiedenen Chargen aufgearbeitet, sowie mindestens zwei Nullproben, die
ausschlieBlich Internen Standard enthalten und Leerproben mit anderen in authentischen
Proben zu erwarteten Substanzen/Metabolite. Die Linearitat der Kalibration, das heif3t
die Fahigkeit innerhalb eines gegebenen Bereichs Testergebnisse zu liefern, die direkt
proportional zur Konzentration des Analyten in der Probe sind, wird innerhalb des
Kalibrationsbereichs bestimmt. Der Kalibrationsbereich ist dabei das Intervall zwischen
oberer und unterer Konzentration des Analyten in der Probe, fiir das ein geeignetes Mal3
an Prazision, Richtigkeit und Linearitat gezeigt werden kann. In der Praxis werden
dabei Kalibratoren bei mindestens funf verschiedenen Konzentrationen, die moglichst
gleichmaRig Uber den Kalibrationsbereich verteilt sind, durch Aufstocken von

Leerserum hergestellt. Unter Wiederholbedingungen werden sechs Bestimmungen bei
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jeder Konzentration durchgefihrt. Die Ausreil’er werden mittels Grubbs-Test mit einem
Signifikanzniveau von 95% getestet. Es dirfen insgesamt nicht mehr als zwei Ausreil3er
und diese nicht im gleichen Konzentrationsniveau auftreten. Weiterhin wird die
Varianzhomogenitat mittels F-Test zwischen hdchster und niedrigster Konzentration
oder mittels Cochran-Test Uber alle Konzentrationen (Signifikanz 99%) bestimmt. Ist
die Varianzhomogenitéat gegeben, wird eine lineare Regression und der statistische Test
der Anpassung mittels Linearitatstest nach Mandel (Signifikanz 99%) durchgefihrt. Ist
keine Varianzhomogenitat gegeben, im Regelfall fur Kalibrationsbereiche, die mehr als
eine Zehnerpotenz umfassen, wird der Kalibrationsbereich so weit eingeschrankt, bis
eine Varianzhomogenitat besteht. Die Genauigkeit, das heillt der Abstand eines
einzelnen Wertes vom Sollwert, hervorgerufen durch systematische und zuféllige
Fehler, wird in der Praxis folgendermalien bestimmt. Es wird ein homogener Pool von
Qualitatskontrollproben bei mindestens zwei (niedrig und hoch relativ zum
Kalibrationsbereich) durch Aufstockung von Leerserum hergestellt. Die einzelnen
Proben werden aliquotiert und bei normalen Bedingungen (-20°C) gelagert. Es findet
eine Analyse von mindestens zwei dieser Proben jeder Konzentration an mindestens
acht verschiedenen Tagen statt. Der systematische Fehler wird aus dem Mittelwert aller
Bestimmungen und dem Sollwert bei jeder Konzentration berechnet. Werte innerhalb
eines Intervalls von £20% nahe der Bestimmungsgrenze gelten als akzeptabel. Die
Richtigkeit ist der Abstand des Mittelwerts vom Sollwert, das Ausmall wird als
systemischer Fehler ausgedruckt. Die Prazision ist der Grad der Streuung der einzelnen
Werte um den Mittelwert. Das MalR wird als eine Standardabweichung der
Messergebnisse berechnet. Die Wiederholprazision ist die Prézision unter Bedingungen,
bei denen unabhdngige Messergebnisse mit identischem Probenmaterial im selben
Labor von derselben Person mit derselben Gerétschaft innerhalb kurzer Zeitintervalle
erhalten werden. Die Laborprézision ist die Préazision bei der Bestimmung derselben
Probe innerhalb eines Labors bei bewusster Anderung eines Parameters wie Person,
Geréat oder Zeit. Die Vergleichsprézision (Reproduzierbarkeit) ist die Prézision unter
Bedingungen, bei denen Messergebnisse mit derselben Methode mit identischem
Probenmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiedenen Personen mit
verschiedenem Equipment erhalten werden. Die Nachweisgrenze (Limit of Detection,
LOD) ist der kleinste Analytgehalt, der mit vorgegebener Sicherheit (99%) vom

Leerwert unterscheidbar ist. Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ) ist
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der kleinste Gehalt, der mit der vorgegebenen relativen Ergebnisunsicherheit (33%,
Signifikanz 99%) bestimmt werden kann.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Inkubationsversuche in humanem Leberhomogenat
3.1.1 Inkubation Gber 4 Stunden

6 ml des humanen Leberhomogenats (pH 7,4) werden bei 37°C unter leichtem Schiitteln
mit 6 pl einer im Ansatz 1 mg/L Methylphenidat-L6sung und 60 pl Ethanol (entspricht
im Ansatz 7,9 g/L Alkohol) lber einen Zeitraum von 4 Stunden inkubiert. Proben
werden wie in 2.2.3 beschrieben bei 0 - 0,5 -1 — 2 — 3 - 4 Stunden entnommen und

bearbeitet.

relative Peak-Flachen

Zeit [h]

Abbildung 3-1: Relative Peak-Flachen von Methylphenidat (MPH),
Ritalinsdure (RA) und Ethylphenidat (EPH) bei Inkubation tber 4 h (EPH
und RA auf der Sekundérachse).

Die relativen Peak-Flachen von Methylphenidat, Ritalinsdure und Ethylphenidat werden
uber LC TOF MS gemessen. Fiir Methylphenidat und Ethylphenidat wird als Interner
Standard Norkokain (1 pg/ml) verwendet, fir Ritalinsdure Norbenzoylecgonin (2,5
pg/ml). Zur Steigerung der Genauigkeit der Messung werden die relativen Peak-Flachen

der Analyte durch die relativen Peak-Flachen des jeweiligen Internen Standards
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dividiert. Abbildung 3-1 zeigt den Verlauf der relativen Peak-Flachen wvon
Methylphenidat, Ritalinsaure und Ethylphenidat zu den Entnahmezeitpunkten.

Methylphenidat nimmt ber 4 Stunden im Verlauf kontinuierlich ab. Ritalinsdure wird
Uber den gesamten Messzeitraum nahezu linear gebildet. Ethylphenidat wird ebenfalls
zu Beginn der Messung bis zu einer Stunde nach Messbeginn nahezu linear gebildet.
Nach der ersten Stunde stagniert die Bildung von Ethylphenidat, was sich, wie der
Verlauf der relativen Peak-Flachen von Ritalinsdure, auf den Verlust der
Enzymstabilitat nach vierstindiger Inkubation bei 37 °C zurlckfuhren lasst. AuRerdem
zeigt dieser Versuch Uber 4 Stunden, dass fir eine Messreihe zum Vergleich der
Bildung von Ritalinsdure und Ethylphenidat der Messzeitraum auf 30 Minuten
eingegrenzt werden kann, da es in diesem Zeitraum zu einer ausreichend linearen

Bildung beider Metabolite kommt.

3.1.2 Inkubation tber 30 Minuten

Bei Inkubation von Methylphenidat zusammen mit Ethanol Uber 4 Stunden wurde
gezeigt, dass es innerhalb der ersten 30 Minuten der Inkubation zu einem ausreichend
linearen Anstieg der Ritalinsédure- bzw. Ethylphenidatbildung kommt. In dieser
Inkubation, welche die Bedingungen aus 2.1.1 bernimmt, soll untersucht werden, ob
dies bei einer Verkirzung der Messzeit auf 30 Minuten zutrifft. Methylphenidat, im
Ansatz ebenfalls 1 mg/L, wird zusammen mit Ethanol (im Ansatz 7,9 g/L) im
Leberhomogenat-Puffer-Gemisch, hergestellt wie in 2.2.3 beschrieben, bei 37°C unter
leichtem Schutteln inkubiert. Proben werden aus praktischen Griinden bei 10 — 16 — 23
— 30 Minuten entnommen und nach der in 2.2.3 beschriebenen Methode bearbeitet,
bevor sie Uber LC TOF MS gemessen werden.

Abbildung 3-2 zeigt die Trendlinien der relativen Peak-Flachen von Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsdure und deren Regression aufgetragen zum Messzeitraum,
wobei Ritalinsdure und Ethylphenidat auf der Sekundérachse dargestellt sind.

Es zeigt sich, dass auch in diesem Fall Methylphenidat Gber den Zeitraum der Messung
fast linear abnimmt (Regressionskoeffizient von 0,98), wahrend es zu einer ausreichend
linearen Zunahme der relativen Peak-Flachen von Ritalinsaure (Regressionskoeffizient
von 0,96) und Ethylphenidat (Regressionskoeffizient von 0,99) kommt. Bei
nachgewiesener ausreichender Linearitat kann bei den folgenden Inkubationen der

Zeitraum der Probeentnahme also auf 30 Minuten eingegrenzt werden.
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R?=0,9815

Rz =0,9579 * MIPH

= RA

A EPH
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relative Peak-Flachen

9 16 zeit pmin] 23 30

Abbildung 3-2: Trendlinien der relative Peak-Flachen von Methylphenidat
(MPH), Ritalinsaure (RA) und Ethylphenidat (EPH) bei Inkubation tber 30
Minuten (RA und EPH auf der Sekundarachse) mit Regression.

3.1.3 Validierung des Leberinkubationsversuchs

Die in 3.1.1 und 3.1.2 beschriebenen Inkubation von Methylphenidat zusammen mit
Ethanol in humanem Leberhomogenat bei 37°C unter standardisierter Bedingung und
leichter Durchmischung gemachten Beobachtungen zeigen, dass der Abbau von
Methylphenidat und die Bildung von Ritalinsdure und Ethylphenidat in der ersten
halben Stunde der Messung in Bezug auf die Steigung der relativen Peak-Flachen
ausreichend  linear  verlauft. Die  Tag-zu-Tag  Reproduzierbarkeit  der
Ethylphenidatbildung in Bezug auf dessen Steigung, also der Bildungsgeschwindigkeit,
soll nach Validierungsrichtlinie der GTFCh (Peters F. T. et al. 2004) in den hier
durchgefuhrten Inkubationen bestimmt werden, um somit etwas tber die Verlasslichkeit
und die Qualitdt der neu entwickelten analytischen Methode zum Nachweis der
Ethylphenidatbildung auszusagen. Dazu werden an 8 verschiedenen Tagen n=3
Inkubationen der standardisierten Konzentrationen von Methylphenidat und Ethanol in
humanem Leberhomogenat einer einzigen Leber unter derselben Bedingung
durchgefuhrt und bewertet. Aus den Messungen der relativen Peak-Flachen der
Ethylphenidatbildung werden die Mittelwerte der Steigungen bestimmt. Daraus lassen

sich Standardabweichung, relative Standardabweichung, Wiederholpréazision, sowie
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Laborpréazision bestimmen. Tabelle 3-1 zeigt die Ergebnisse der 8 Versuchstage fur n=3
Messungen.

Es lasst sich fur Tag-zu-Tag Messung ein Mittelwert der Bildungsgeschwindigkeit von
Ethylphenidat, ausgedriickt in der Steigung der relativen Peak-Flachen (ber den
Messzeitraum, im Bereich von 0,002 bis 0,003 berechnen. Daraus resultiert eine
Standardabweichung, die von 0 bis 0,001 reicht. Die relative Standardabweichung der 8

Versuchstage liegt zwischen 7,19 % und 24,9 %.

Tag 1 2 3 4 5 6 7 8

#1 : Steigung 0,004 0,003 0,003 0,003 0,004 0,002 0,003 0,003
#1:r° 0,993 0,910 0,993 0,945 0,832 0,995 0,921 0,915
#2 : Steigung 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002 0,004 0,004
#2 : r? 0,975 0,966 0,980 0,929 0,959 0,966 0,915 0,961
#3 : Steigung 0,003 0,002 0,004 0,004 0,004 0,002 0,004 0,004
#3: 1 0,888 0,901 0,988 0,981 0,992 0,981 0,946 0,997
Mittelwert der Steigung | 0,003 0,003 0,003 0,003 0,004 0,002 0,004 0,004
Standardabweichung 0,0006  0,0006 0,0006 0,0006 0,0006 0 0,0006  0,0006
VK 11,3%  276%  122% 249%  16,6% 7,2% 175%  19,5%

Tabelle 3-1: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit fir die Bildung von Ethylphenidat im
standardisierten Versuchsaufbau (MPH 1mg/L, Ethanol 7,9 g/L) Uber 8 Tage flir n=3.

Aus diesen Ergebnissen, gemessen Uber 8 Versuchstage mit jeweils 3 Versuchsreihen,
ergibt sich ein Gesamtmittelwert von 0,003 fur die Bildungsgeschwindigkeit von
Ethylphenidat. Aus diesen Messergebnissen ergeben sich laut Valistat (Version 1.0)
wiederum eine relative Standardabweichung fiir die Wiederholprazision von 18,3 % und
eine relative Standardabweichung fiir die Laborprazision von 23,8 % fir den Standard-
Versuchsaufbau bei Messung der Ethylphenidatbildung tber 30 Minuten. Die Qualitat
und Reproduzierbarkeit der neu entwickelten analytischen Methode zum
Ethylphenidatnachweis kann somit bestatigt werden.

3.1.4 Inkubation ohne Leberhomogenat bzw. mit

Leberhomogenat, aber ohne Methylphenidat

Um den Metabolismus von Methylphenidat néher zu charakterisieren, soll untersucht
werden, ob die Bildung von Ethylphenidat von Lebermaterial und Methylphenidat




o1

abhéngt. Ein Versuchsaufbau untersucht dabei die Inkubation von Methylphenidat und
Ethanol in Phosphat-Puffer (pH 7,4, 0,1 molar), also den Ersatz des Leberhomogenats
im Inkubationsversuch, ein weiterer Versuchsaufbau die Inkubation von Ritalinsdure
und Ethanol in Phosphat-Puffer (pH 7,4, 0,1 molar), also den Ersatz von
Methylphenidat im Inkubationsversuch. In einem weiteren Versuchsaufbau wird
Ritalinsdure zusammen mit Ethanol in humanem Leberhomogenat inkubiert. Proben
werden bei 0-1-2-3-4 Stunden entnommen (n=3).

Bei Inkubation von Methylphenidat in Gegenwart von Ethanol in Phosphat-Puffer kann
ausschlieBlich  Ritalinsdure nachgewiesen werden. Es kommt zu keiner
Ethylphenidatbildung. Bei Inkubation von Ritalinsdure zusammen mit Ethanol in
Phosphat-Puffer bzw. in Leberhomogenat kommt es ebenfalls zu keiner
Ethylphenidatbildung. In keinem der Versuche wird also Ethylphenidat gebildet, was
bedeutet, dass die Bildung von Ethylphenidat im Inkubationsversuch sowohl von
Methylphenidat als auch vom Vorhandensein von humanem Leberhomogenat abhangt.
Dies gibt einen Hinweis darauf, dass es sich bei der Bildung von Ethylphenidat um
einen enzymatischen Prozess handelt, der unter anderem von Leberenzymen katalysiert
wird. Bei der Inkubation von Methylphenidat und Ethanol in Phosphat-Puffer entsteht
auBerdem eine hohe Ritalinsdurekonzentration, was unter der Bedingung, dass die
Reaktion ohne Leberhomogenat unabhangig von einer enzymatischen Reaktion verlauft,
mit hoher Wahrscheinlichkeit von der alkalische Hydrolyse des Methylphenidats bei
einem pH-Wert von 7,4 verursacht wird (Wargin et al. 1983). Bei Inkubation von
Methylphenidat in Phosphat-Puffer wird im Vergleich zur Inkubation in
Leberhomogenat eine 4,7-fach hohere Bildungsgeschwindigkeit von Ritalinséure

erreicht.

3.1.5 Inkubation mit Enzymhemmung durch Natriumfluorid

Zur naheren Charakterisierung des enzymatischen Prozess der Ethylphenidatbildung,
wird Methylphenidat zusammen mit Ethanol in standardisierter Konzentration unter
Zusatz von 200 pl einer gesattigten Natriumfluorid-Losung inkubiert. Da bekannt ist,
dass Natriumfluorid die enzymatische Aktivitdt von Esterasen hemmt, die humane
Carboxylesterase, die am Metabolismus von Kokain beteiligt ist (Dean et al. 1991),
inbegriffen, sollen die Ergebnisse dieser Inkubation mit der Inkubation ohne

Natriumfluorid verglichen werden. abbildung 3-3 zeigt den dazugehdrigen direkten
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Vergleich der Mittelwerte der Bildungsgeschwindigkeiten beider Substanzen mit und

ohne Natriumfluoridhemmung im Sdulendiagramm mit Standardabweichung.

®1 mg/L MPH + 7,9 g/L Ethanol
01 mg/L MPH + 7,9 g/L Ethanol + NaF

Bildungsgeschwindigkeit

RA EPH

Abbildung 3-3: Vergleich der Bildungsgeschwindigkeit von Ritalinséure
und Ethylphenidat unter Standardbedingungen und unter Enzymhemmung
durch Natriumfluorid (n=3).

Es zeigt sich ein signifikanten Unterschied (p < 0,01) in den Bildungsgeschwindigkeiten
von Ritalinsdure und Ethylphenidat, vergleicht man die standardisierte Inkubation mit
der Hemmung durch Natriumfluorid. Unter Natriumfluoridhemmung werden sowohl
Ritalinsdure als auch Ethylphenidat gebildet, aber in wesentlich geringerer
Geschwindigkeit als unter der Standardbedingung. Die Geschwindigkeit der
Ritalinsdurebildung nimmt um 92,4 % ab, die von Ethylphenidat sogar um 96,0 %.
Dieser Versuch bekréaftigt die Annahme, dass Ritalinsdure und Ethylphenidat durch
einen durch Fluorid hemmbaren Mechanismus gebildet werden, héchst wahrscheinlich
uber die humane Carboxylesterase 1A. Aus der in 3.1.4 durchgefiihrten Versuchsreihe,
in der das humane Leberhomogenat durch Phosphat-Puffer ersetzt wurde, ist bekannt,
dass es nur bei Inkubation von Leberhomogenat zu einer Ethylphenidatbildung kommt.
Damit wird gezeigt, dass es sich bei der Bildung von Ethylphenidat und Ritalinsaure um

enzymatische Prozesse handelt, die zumindest in der Leber lokalisiert sind.



53

3.1.6 Inkubation von Methylphenidat zusammen mit Kokain

Da angenommen wird, dass der Metabolismus von Methylphenidat bei gleichzeitiger
Aufnahme von Ethanol zu Ethylphenidat analog zu der Veresterung von Kokain und
Ethanol zu Kokaethylen erfolgt und an diesen Prozessen die humane Carboxylesterase
Isoform 1A beteiligt ist, soll gepriift werden, ob sich die Bildungen von Ethylphenidat
und Ritalinsdure bzw. von Kokaethylen und Benzoylecgonin, als korrespondierende
Metabolite von Kokain, bei Inkubation von Methylphenidat und Ethanol unter Zusatz
eine dquimolaren Kokainkonzentration hemmen lassen. Dazu wird Methylphenidat (im
Ansatz 1mg/L) zusammen mit Ethanol (im Ansatz 7,9g/L) in Leberhomogenat unter
Standardbedingungen unter Zusatz einer aquimolaren Kokainkonzentration inkubiert
und mit der Inkubation ohne Kokain verglichen.

Abbildung 3-4 zeigt die gemessenen Mittelwerte der Bildungsgeschwindigkeiten von
Ritalinsaure und Ethylphenidat fir n=6, sowie deren Standardabweichung im Vergleich

mit und ohne Zusatz der &quimolaren Kokainkonzentrationen.

® Img/L MPH
O1mg/L MPH+1mg/L COC

Bildungsgeschwindigkeit

RA EPH

Abbildung 3-4: Vergleich der Bildungsgeschwindigkeit von Ritalinsdure
(RA) und Ethylphenidat (EPH) unter Standardbedingungen und bei
zusétzlicher Inkubation von daquimolaren Konzentrationen von Kokain
(COC) (n=6).

Bei der Auswertung zeigt sich, dass die Bildung von Ritalinsédure und Ethylphenidat bei
Inkubation von Methylphenidat und Ethanol zusammen mit Kokain bei gleichzeitiger

Bildung von Kokaethylen und Benzoylecgonin signifikant (p < 0,01) gehemmt wird.
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Die Bildungsgeschwindigkeit von Ritalinsdure nimmt dabei im Vergleich zur
Standardinkubation ohne Kokain um 80,3 % ab, die Bildungsgeschwindigkeit von
Ethylphenidat sogar um 84,2%. Die Hemmung der Bildung von Ethylphenidat und
Ritalinsdure bei zusatzlicher Inkubation von Kokain konnte sich auf eine
Enzymsattigung bei gleichzeitigem Vorliegen von Methylphenidat und Kokain als
Substrat der humanen Carboxylesterase 1A zurlckfuhren lassen. Bei einer mehr als 50
% Hemmung der Ritalinsaure- bzw. Ethylphenidatbildung ist es aber wahrscheinlicher,
dass Kokain eine hohere Affinitdt zum Enzym aufweist und dadurch bevorzugt
Kokaethylen bzw. Benzoylecgonin gebildet werden. Im Verhaltnis wird aus Kokain
eine etwa 2-3fach hohere Konzentration Kokaethylen gebildet als aus Methylphenidat
Ethylphenidat, dargestellt in Abbildung 3-5. Zumindest zeigt dieser Versuch, dass die
Metabolisierungswege von Methylphenidat und Kokain zusammenhéngen und deren

Katalyse tiber dasselbe Enzym verlduft.

MPH
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Kokaethylen
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EPH

©5 16 15 20 28 a0 35 40 48 80 55 &4 &8 70 75 &0 85

Abbildung 3-5: Chromatogramme fir Methylphenidat (MPH)

LeBEHEBEdEEEREER

und Kokain (Coc) (oben) im Vergleich zu Ethylphenidat
(EPH) und Kokaethylen (unten).
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3.1.7 Inkubationen mit Variation der Ethanolkonzentration

Um die Bildung von Ethylphenidat in Abhéngigkeit von der Ethanolkonzentration zu
untersuchen, werden die Konzentration von Ethanol bei konstanter Konzentration von
Methylphenidat (im Ansatz 1 mg/L) in den Inkubationsversuch aus 2.2.3 mit humanem
Leberhomogenat variiert. Folgende Konzentrationen von Ethanol werden dabei
inkubiert: 0 — 0,4 - 1,3 — 2,6 — 5,3 — 7,9 ¢g/L, sowie die Enzymhemmung mittels
Natriumfluorid bei einer Ethanolkonzentration von 7,9 g/L. Abbildung 3-6 zeigt die
Ergebnisse als Saulendiagramm unter Darstellung der mittleren
Bildungsgeschwindigkeiten (n=6) von Ritalinsdure und Ethylphenidat im Vergleich der

verschiedenen Konzentrationen von Ethanol mit Standardabweichung.

O Ritalinsaure
J_ m Ethylphenidat

Liss

Alkohol [g/L = Promille]

Bildungsgeschwindigkeit

0 79 7,9+NaF

Abbildung 3-6: Enzymsattigung durch Ethanol: Variation der Ethanolkonzentration
im Inkubationsversuch bei konstanter Methylphenidatkonzentration (1 mg/L), sowie
bei Enzymhemmung durch Natriumfluorid (NaF, 4%) fur n=6; Mittelwerte mit

Standardabweichung.

Bei Erhohung der Ethanolkonzentration kommt es zur Zunahme der
Ethylphenidatbildungsgeschwindigkeit. Gleichzeitig nimmt die
Bildungsgeschwindigkeit fur Ritalinsdure gegenldufig ab. Ohne Zusatz von Ethanol
wird keine Bildung von Ethylphenidat nachgewiesen, lediglich die Bildung von
Ritalinsdure. Ab einer Ethanolkonzentration von 5,3 g/L stellt sich eine Sattigung der
Ethylphenidatbildung ein, was auf eine Séttigung der humanen Carboxylesterase 1A bei

einem Uberschuss an Ethanol als Co-Substrat zuriickzufiilhren sein kann. Die
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Bildungsgeschwindigkeit ~ von  Ritalinsdure  nimmt  bei  Zunahme  der
Ethanolkonzentration immer weiter ab, bis sich bei 5,3 g/L Ethanol ebenfalls eine
Sattigung einstellt. Vergleicht man die Bildungsgeschwindigkeiten fiir Ethylphenidat
und Ritalinsdure bei einer Ethanolkonzentration von 7,9 g/L mit und ohne
Natriumfluorid-Hemmung, so kann man einen signifikanten Unterschied in der
Bildungsgeschwindigkeit beider Substanzen mit p < 0,01 feststellen (siehe 3.1.5). Es ist
dabei sowohl die Bildung von Ritalinsdaure als auch die von Ethylphenidat betroffen,
was nahe legt, dass beide Substanzen Uber dasselbe durch Fluorid hemmbare Enzym
abgebaut werden. Auch die Beobachtungen der gegenldufig veranderten
Bildungsgeschwindigkeiten beider Substanzen bei zunehmender Ethanolkonzentration
bekraftigt diese Hypothese. Die Hohe der Bildungsgeschwindigkeiten von Ritalinséure

und Ethylphenidat sind von der Ethanoldosis abhéngig.

3.1.8 Inkubationen mit Variation der Methylphenidatkonzentration

Um die Eigenschaften des Methylphenidatmetabolismus in Bezug auf die Abhéngigkeit
der Methylphenidatkonzentration zu charakterisieren, werden Inkubationen mit
Variation der Methylphenidatkonzentration bei konstanter Ethanolkonzentration (im
Ansatz 7,9 g/L) durchgefuhrt. Die Bildungsgeschwindigkeit von Ethylphenidat wird
bestimmt und verglichen. Folgende Methylphenidatkonzentrationen werden aus
praktischen Griinden inkubiert: 0,3 — 0,7 — 1,0 — 1,3 mg/L. Abbildung 3-7 zeigt die
Mittelwerte der Steigungen von Ethylphenidat fur n=6 der untersuchten
Methylphenidatkonzentrationen mit Standardabweichung als Saulendiagramm.

Bei Steigerung der Methylphenidatkonzentration von 0,3 auf 0,7 mg/L zeigt sich ein
signifikanter Anstieg der Ethylphenidatbildungsgeschwindigkeit (p < 0,01). Die
Bildungsgeschwindigkeiten von Ethylphenidat bei einer Methylphenidatkonzentration
von 0,7 mg/L bis 1,3 mg/L zeigen eine Sattigung in Bezug auf die
Ethylphenidatbildung. Ab 0,7 mg/L Methylphenidat stellt sich also wiederum eine
Séattigung des Enzyms ein, wobei zwischen 0,3 und 0,7 mg/L Methylphenidat
wahrscheinlich eine maximale Ethylphenidatbildung erreicht wird, nachvollziehbar im
signifikanten Anstieg der Bildungsgeschwindigkeiten.
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Bildungsgeschwindigkeit

0,3 0,7 1,0 13

Konzentration von MPH [mg/L]

Abbildung 3-7: Enzymsattigung durch MPH: Ethylphenidatbildung bei
konstanter  Ethanolkonzentration (7,9 ¢/L) wund Variationen der
Methylphenidatkonzentration (n=6).

3.2 Inkubation in humanem Serum

3.2.1 Inkubation Uber 4 Stunden

Fur die Aufbewahrung der Serumproben der hier durchgefiihrten Probandenstudie soll
die Stabilitat der Analyte im Serum untersucht werden. Da der enzymatischer Abbau
durch im Serum befindliche Esterasen fur Kokain beschrieben wurde, stellt sich die
Frage, in wie weit dies auch fur Methylphenidat eine Rolle spielt. Methylphenidat (im
Ansatz 1mg/L) wird zusammen mit Ethanol (7,9g/L) unter den in 2.2.3 beschriebenen
Standardbedingungen ber 4 Stunden in Leerserum (pH 8) unter leichtem Schiitteln bei
37°C inkubiert. Proben werden bei 0 — 1 — 2 — 3 — 4 Stunden entnommen und wie in
2.2.3 bearbeitet. Abbildung 3-8 zeigt die relativen Peak-Flachen (ber den
Messzeitverlauf.

Uber einen Messzeitraum von 4 Stunden zeigt sich eine konstante Abnahme der
relativen Peak-Flache von Methylphenidat, wéhrend die relativen Peak-Fldchen von
Ritalinsdure zunehmen. Diese nehmen jedoch im Vergleich zur Inkubation in
Leberhomogenat nur um < 0,01% zu. AuBerdem kommt es zu einer Bildung von

Ethylphenidat, die ebenfalls nur etwa eine Konzentration von < 0,01% im Vergleich zur
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Bildung in den Leberinkubationen mit Methylphenidat und Ethanol erreicht. Trotzdem
ist Ethylphenidat nachweisbar. Durch diesen Seruminkubationsversuch kann die
Stabilitat von Methylphenidat, Ethylphenidat und Ritalinsédure im Serum bei 37°C nicht
bestatigt werden. Der Abbau von Methylphenidat und die Bildung von Ritalinséure
kdnnte durch einen enzymatischen Prozess oder aber auch durch alkalische Hydrolyse,
wie es in den Inkubationsversuchen in Phosphat-Puffer beobachtet wurde, erklart
werden. Die Entstehung von Ethylphenidat beruht dagegen ausschlieBlich auf einem

enzymatischen Prozess.

relative Peak-Flachen

Zeit [h]

Abbildung 3-8: Relative Peak-Flachen von Methylphenidat (MPH),
Ritalinsdure (RA) wund Ethylphenidat (EPH) bei Inkubation wvon
Methylphenidat und Ethanol in Serum unter Standardbedingungen fiir n=5
(EPH und RA auf der Sekundérachse).

3.2.2 Inkubation Uber 2 Stunden unter verschiedenen

Bedingungen

Zur naheren Charakterisierung der Eigenschaften des Metabolismus von
Methylphenidat in Serum werden Seruminkubationen unter verschiedenen Bedingungen
durchgefihrt und verglichen. Methylphenidat (im Ansatz 1 mg/L) wird zusammen mit
Ethanol (im Ansatz 7,9 g/L) unter Standardbedingungen in Phosphat-Puffer (0,1 molar,
pH 7,4) inkubiert. AuBerdem werden Methylphenidat und Ethanol in den
standardisierten Konzentrationen (siehe 2.2.3) in Serum, dessen pH-Wert auf pH 7,4
eingestellt wurde, inkubiert, um die alkalische Hydrolyse von Methylphenidat in Serum
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zu verlangsamen und die Vergleichbarkeit zu den Inkubationen in Phosphat-Puffer zu
verbessern. In einem weiteren Versuchsaufbau wird Methylphenidat im auf pH 7,4
regulierten Serum zusammen mit Ethanol und geséttigter Natriumfluorid-Ldsung
inkubiert, geméal der Leberenzymhemmung von Esterasen, die in 2.1.5 nachgewiesen
wurde. Dies soll Ruckschlisse auf den moglichen enzymatischen Prozess der Bildung
von Ritalinsdure und Ethylphenidat durch Serumesterasen geben. Abbildung 3-9 zeigt
den Vergleich der berechneten Mittelwerte der Differenzen der relativen Peak-Fl&chen

der Metabolite mit Standardabweichung als Saulendiagramm.

T ORA
[ mEPH

(nach 0 und 2 h)

Differenz der relativen Peak-Flachen

Inkubation in Puffer Seruminkubation  Seruminkubation + NaF

Abbildung 3-9: Differenz der relativen Peak-Flachen der Bildung von Ritalinséure (RA) und
Ethylphenidat (EPH) nach 0 und 2 Stunden bei Seruminkubation (pH 7,4): Vergleich der

Mittelwerte mit Standardabweichung verschiedener Bedingungen fir n=5 .

Bei Inkubation in Phosphat-Puffer (pH 7,4, 0,1 molar) kann ausschlieBlich die Bildung
von Ritalinsaure nachgewiesen werden. Ethylphenidat wird nicht gebildet. Die Bildung
der Ritalinsaure ist vollstdndig auf alkalische Hydrolyse zuriickzufiihren, da ein
enzymatischer Prozess im Phosphat-Puffer ausgeschlossen werden kann. Die Inkubation
von Methylphenidat zusammen mit Ethanol in Serum, dessen pH-Wert auf 7,4
eingestellt wurde, zeigt, dass es auch in diesem Fall zu einer Bildung von Ritalinséure
kommt und zwar einer signifikant (p < 0,01) hoheren als im Inkubationsversuch im
Phosphat-Puffer (pH 7,4). Die Bildung von Ritalinsdure im Serum ist also nicht
vollstandig auf alkalische Hydrolyse zurlickzufiihren, es ist im Serum ein Enzym an der

Bildung beteiligt. Auch die Bildung von Ethylphenidat ist in der Seruminkubation
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nachweisbar, jedoch in einer deutlich geringeren Konzentration im Vergleich zur
gemessenen Ritalinséurebildung. Bei Seruminkubation (pH 7,4) unter Zusatz von
Natriumfluorid zeigt sich die vollstandige Hemmung der Ethylphenidatbildung. Die
Bildung der Ritalinsdure wird dagegen nicht gehemmt. Das deutet darauf hin, dass die
Bildung von Ethylphenidat uber eine durch Fluorid hemmbar Serumesterase katalysiert
wird. Die Bildung der Ritalinsdure unterliegt ebenfalls einem enzymatischen Prozess, da
die Konzentration bei Inkubation in Serum signifikant hoéher ist als bei Inkubation in
Puffer. Dieses Enzym ist allerdings nicht durch Fluorid hemmbar und deshalb auch
nicht an der Bildung von Ethylphenidat beteiligt. Die Bildung von Ritalinsdure und
Ethylphenidat findet im Serum unabhdngig an verschiedenen Enzymen statt.

3.3 Probandenstudie nach Arzneimittelgesetz

3.3.1 Validierung der neu entwickelten analytischen Methode

Die fir die Auswertung der in der Probandenstudie gewonnen Serumproben neu
entwickelte analytische Methode zum Nachweis von Methylphenidat und dessen
Metaboliten Ritalinsaure und Ethylphenidat wird nach den Richtlinien der GTFCh zur
Qualitatssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen validiert (Peters F.
T. et al. 2004) (siehe 2.4.8). Die Linearitdt wird durch Messung der Substanzen in
festgelegten, Uber den Messbereich verteilten Konzentrationen aus aufgestocktem
Leerserum mittels Cochran-Test bestimmt. Es werden an einem Tag 6 X 6
Konzentrationsstufen gemessen. Die Mittelwerte dieser Messreihen werden berechnet,
ebenso wie Standardabweichung und Varianz. Straggler (Signifikanz 95%) und
Ausreiller (Signifikanz 99%) werden mittels Grubbs-Test ausgeschlossen. Die
Varianzhomogenitat wird mittels F-Test bestimmt, die Linearitat Gber den Mandel-Test
(Signifikanz 99%). Es ergeben sich die in Tabelle 3-2 bis Tabelle 3-4 gemessenen
Werte der relativen Peak-Flachen der Analyte zur Bestimmung der Linearitat
ausgewertet tber Valistat (\VVersion 1.0).

Der Grubbs-Test auf Straggler und Ausreil3er kann diese ausschlieRen, der F-Test auf
Varianzhomogenitat ist in allen Fallen positiv und der Mandel-Test auf Linearitat ist
ebenfalls in allen drei Féllen positiv. Somit wird die Linearitdt der Messmethode fur
Methylphenidat, Ethylphenidat und Ritalinséure erfolgreich validiert.
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Konzentration [ug/L] 0 10 20 30 40 50

1 0,01823  0,24170  0,49605  0,75811  0,94795  1,24725
2 0,01249 0,26932 0,46895 0,72903 1,05429 1,13184
3 0,01016 0,24361 0,49881 0,73569 0,97589 1,20519
4 0,01321 0,26850 0,53260 0,76501 1,08900 1,24387
5 0,01461 0,25850 0,54654 0,79655 1,09305 1,27139
6 0,06338  0,24596  0,53342  0,82022  0,98438  1,27676
Mittelwert 0,02201  0,25460  0,51273  0,76743  1,02409  1,22939
SD 0,02044  0,01255  0,02951  0,03524  0,06258  0,05411
Varianz 0,00042  0,00016  0,00087  0,00124  0,00392  0,00293

Tabelle 3-2: Valistat: Relative Peak-Fl&chen zur Bestimmung der Linearitét von Methylphenidat.

Konzentration [pg/L] 0 2 4 6 8 10

1 0,00000 0,03187 0,07618 0,11878 0,16164 0,20742
2 0,00086 0,03406 0,07199 0,11342 0,15909 0,19776
3 0,00000 0,03520 0,07429 0,11011 0,15609 0,20000
4 0,00000  0,02947  0,07466  0,12056  0,16316  0,21032
5 0,00000  0,03337  0,07726  0,12207  0,16129  0,21149
6 0,00000 0,03342 0,07818  0,10762  0,16226  0,20235
Mittelwert 0,00014  0,03290 0,07543  0,11543  0,16059  0,20489
SD 0,00035  0,00200 0,00225  0,00592  0,00259  0,00567
Varianz 0,00000  0,00000  0,00001  0,00004 0,00001  0,00003

Tabelle 3-3: Valistat: Relative Peak-Fl&chen zur Bestimmung der Linearitét von Ethylphenidat.

Konzentration [pug/L] 0 100 200 300 400 500

1 0,00651  0,53377  0,75000  1,19737  1,43128  1,90811
2 0,00677  0,29635  0,60377  1,03646  1,54913  1,86857
3 0,00440  0,36723  0,70270  1,15060  1,37864  1,91444
4 0,00632  0,28850  0,70098  1,16981  1,51429  2,47619
5 0,00730  0,36064  0,68333  1,11304  1,45495  1,88718
6 0,00801  0,38452  0,76531  1,12552  1,33945  1,82819
Mittelwert 0,00655  0,37184  0,70102  1,13213  1,44462  1,98045
SD 0,00122  0,08852  0,05710  0,05582  0,07934  0,24485
Varianz 0,00000  0,00784  0,00326  0,00312  0,00630  0,05990

Tabelle 3-4: Valistat: Relative Peak-Flachen zur Bestimmung der Linearitat von Ritalinséure.
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Die Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit wird gemessen, indem an 8 aufeinander folgenden
Tagen eine hohe und eine niedrige Konzentration im Rahmen der im Messbereich
liegenden Konzentrationen der drei Analyte fir n=2 bestimmt werden. Uber die
Bestimmung des Mittelwerts und der Standardabweichung, sowie der
Wiederholprézision und Laborprazision werden Aussagen tber die Reproduzierbarkeit
gemacht. Aus den in Tabelle 3-5 gezeigten Ergebnissen ergibt sich ein

Gesamtmittelwert von 2,638 ug/L fur die gemessene Methylphenidatkonzentration von

3 Hg/L Uber 8 Tage.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
1 2,576 3,525 2,675 2,191 2,076 2,329 2,594 2,576
2 2,912 3,588 2,628 2,047 2,627 2,465 2,73 2,675
Mittelwert | 2,744 3,557 2,652 2,119 2,352 2,397 2,662 2,626
SD 0,238 0,045 0,033 0,102 0,390 0,096 0,096 0,070
RSD, % 8,66 1,25 1,25 4,81 16,57 4,01 3,61 2,67

Tabelle 3-5: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Methylphenidatmessung bei einer
Konzentration von 3 pg/L Uber 8 Tage flir n=2. (SD = Standardabweichung, RSD = relative
Standardabweichung)

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
1 30,001 29,29 28,694 28,389 21,959 30,67 29,305 29,432
2 29,672 29,738 28,618 29,199 22,262 29,729 29,64 29,173
Mittelwert | 29,837 29,514 28,656 28,794 22,111 30,200 29,473 29,303
SD 0,233 0,317 0,054 0,573 0,214 0,665 0,237 0,183
RSD, % 0,78 1,07 0,19 1,99 0,97 2,20 0,80 0,63

Tabelle 3-6: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Methylphenidatmessung bei einer
Konzentration von 30 pg/L Uber 8 Tage fur n=2. (SD = Standardabweichung, RSD = relative
Standardabweichung)

Daraus errechnet sich eine relative Standardabweichung von 16,31%. Fir die
Laborprézision ergibt sich eine relative Standardabweichung von 6,63%, fir die
Wiederholprézision ein Wert von 16,78%. Aus den in Tabelle 3-6 gemessenen Werten
fiir die hohe Konzentration von Methylphenidat von 30 pg/L liegt der Gesamtmittelwert
bei 28,486 ug/L, daraus resultiert eine relative Standardabweichung von 8,95%. Es
errechnet sich daraus eine Laborprazision mit einer relativen Standardabweichung von

9,26% und eine Wiederholprézision mit einer relativen Standardabweichung von 1,28%.
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Aus den in Tabelle 3-7 bestimmten Daten fir Ethylphenidat, gemessen bei einer
Konzentration von 0,6 pg/L Uber 8 Tage, berechnet sich ein Gesamtmittelwert von
0,535 pg/L und eine relative Standardabweichung von 21,56%. Die Wiederholprazision

wird mit einer relativen Standardabweichung von 12,05%, die Laborprédzision mit

22,09% angegeben.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
1 0,504 0,435 0,795 0,43 0,461 0,418 0,591 0,497
2 0,571 0,421 0,729 0,49 0,689 0,46 0,577 0,497
Mittelwert | 0,538 0,428 0,762 0,460 0,575 0,439 0,584 0,497
SD 0,050 0,010 0,047 0,042 0,161 0,030 0,010 0,000
RSD, % 8,81 2,31 6,13 9,22 28,04 6,77 1,70 0,00

Tabelle 3-7: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Ethylphenidatmessung bei einer
Konzentration von 0,6 pg/L uber 8 Tage fir n=2. (SD =Standardabweichung, RSD = relative

Standardabweichung)

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
1 6,007 4,917 5,691 5,617 5,078 5,787 5,968 5,372
2 6,134 4,948 5,747 6,087 5,263 5,823 6,088 5,445
Mittelwert | 6,071 4,933 5,719 5,852 5171 5,805 6,028 5,409
SD 0,090 0,022 0,040 0,332 0,131 0,026 0,085 0,052
RSD, % 1,48 0,44 0,69 5,68 2,53 0,44 1,41 0,95

Tabelle 3-8: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Ethylphenidatmessung bei einer
Konzentration von 6 pg/L Uber 8 Tage fir n=2. (SD = Standardabweichung, RSD = relative

Standardabweichung)

Aus den in Tabelle 3-8 gemessenen Werten der hohen Ethylphenidatkonzentration von
6 pg/L Uber 8 Tage, berechnen sich ein Gesamtmittelwert von 5,623 pg/L und eine
relative Standardabweichung von 7,29%. Es lasst sich daraus eine Wiederholprézision
mit einer relativen Standardabweichung von 2,42% und eine Laborprézision mit einer

relativen Standardabweichung von 7,52% berechnen.

Die in Tabelle 3-9 gemessenen Werte der Messung von Ritalinsaure bei einer niedrigen
Konzentration von 30ug/L uber 8 Tage fuhrt zu einem Gesamtmittelwert von 31,365

Mg/L und einer relativen Standardabweichung von 12,03%, sowie zu einer relativen
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Standardabweichung der Wiederholprazision von 7,02% und der Laborprazision von
12,3%.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
1 32,588 33,612 25,065 32,299 29,997 27,856 34,762 35,661
2 29,486 36,158 28,964 25,884 29,532 27,958 36,92 35,104
Mittelwert | 31,037 34,885 27,015 29,092 29,765 27,907 35,841 35,383
SD 2,193 1,800 2,757 4,536 0,329 0,072 1,526 0,394
RSD, % 7,07 5,16 10,21 15,59 1,11 0,26 4,26 1,11

Tabelle 3-9: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Ritalinsduremessung bei einer
Konzentration von 30 pg/L Uber 8 Tage fur n=2. (SD = Standardabweichung, RSD = relative
Standardabweichung)

Tag 1l Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8
1 295,035 324,801 294,319 320,773 302,906 315,251 312,218 317,306
2 296,393 321,132 290,359 316,769 306,61 307,311 299,112 317,794
Mittelwert | 295,714 322,967 292,339 318,771 304,758 311,281 305,665 317,550
SD 0,960 2,594 2,800 2,831 2,619 5,614 9,267 0,345
RSD, % 0,33 0,80 0,96 0,89 0,86 1,80 3,03 0,11

Tabelle 3-10: Ergebnisse der Tag-zu-Tag Reproduzierbarkeit der Ritalinsduremessung bei einer
Konzentration von 300 pg/L Uber 8 Tage fur n=2. (SD = Standardabweichung, RSD = relative
Standardabweichung)

Die in Tabelle 3-10 gezeigten Messergebnisse der Bestimmung einer hohen
Konzentration von 300 pg/L Ritalinsdure tber 8 Tage fuhrt zu einem Gesamtmittelwert
von 308,631 upg/L und einer relativen Standardabweichung von 3,6%, sowie einer
relativen  Standardabweichung der Laborprazision von 3,71% und der

Wiederholprézision von 1,39%.

Die Grenzwerte (limit of detection) der Messmethode werden durch die Messung einer
Kalibrationsreihe mit sehr niedrigen Konzentrationen der Analyte bestimmt. Diese
bewegen sich im Rahmen der gemessenen minimalen Konzentrationen der durch
Markowitz et al. (2001) durchgefiihrten Probandenstudie.

Fir Methylphenidat werden folgende Konzentrationsstufen gemessen: 0,00 - 0,10 - 0,50
- 1,00 - 2,00 - 3,00 - 4,00 pg/L. Es werden keine Ausreil’er beschrieben und es besteht
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nach Mandel-Test eine Linearitat. Die Nachweisgrenze liegt dabei fir Methylphenidat
bei 0,078 pg/l und die Bestimmungsgrenze bei 0,615 pg/L.

Fur Ethylphenidat werden folgende Konzentrationen flr die Grenzwert-Bestimmung
gemessen: 0,00 - 0,25 - 0,50 - 1,00 - 1,50 - 2,00 pg/L. AusreiBer kdnnen mittels F-Test
nicht nachgewiesen werden und es besteht nach Berechnung durch den Mandel-Test
eine Linearitat. Es ergibt sich fir Ethylphenidat eine Nachweisgrenze von 0,055 pg/L
und eine Bestimmungsgrenze von 0,463 ug/L.

Die Grenzwerte der Ritalinsdure-Bestimmung werden Uber folgende Konzentrationen
gemessen: 0,00 - 1,00 - 5,00 - 10,00 - 15,00 - 20,00 - 30,00 pg/L. Es besteht eine
Linearitat. AusreilRer werden nicht nachgewiesen. Die Nachweisgrenze fur Ritalinséure

liegt bei 0,967 pg/L, die Bestimmungsgrenze bei 7,427 ug/L.

3.3.2 Auswertung der Blutalkoholkonzentrationen der Probanden

350 pl der Serumproben der Probanden werden an den beiden Studientagen, an denen
Ethanol in Kombination mit Methylphenidat verabreicht wird, direkt vor dem Einfrieren
abgenommen und fir die Messung der Blutalkoholkonzentration Uber Headspace-
Gaschromatographie benutzt. Die Tabellen 3-11 und 3-12 zeigen die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Blutalkoholkonzentrationen der 9 Probanden zu den

Bedingungen der ethanolabhangigen Studientage.

Zeit [h] 0 025 05 0,75 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 6 7
MW 031 044 058 065 066 0,64 059 053 047 041 034 0,28 022 0,14 0,08
SD 019 023 026 0,27 0,24 020 019 019 019 020 021 0,21 0,21 019 0,4
VK, % | 60 53 44 41 36 32 32 35 40 49 61 77 95 135 171
Tabelle 3-11: Ethanol+MPH: Mittelwerte und Standardabweichung der Blutalkoholkonzentrationen

[%o] der Probanden.

Zeit [h] 0 025 05 0,75 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 6 7
MW 0,00 0,06 0,13 0,21 033 047 053 055 051 045 0,38 0,31 024 0,12 0,05
SD 0,00 0,06 0,12 0,17 0,24 0,20 0,13 0,12 0,24 024 0,14 0,24 0,13 0,11 0,06
VK,% | 300 105 89 77 70 42 24 22 28 31 38 44 55 91 118

Tabelle 3-12: MPH+Ethanol: Mittelwerte und Standardabweichungen der Blutalkoholkonzentrationen

[%o] der Probanden.
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Es zeigen sich hohe inter-individuelle  Schwankungen der einzelnen
Blutalkoholkonzentrationen. Die angestrebte Blutalkoholkonzentration von 0,8 g/kg

wurde im Mittel von den Probanden nicht erreicht.
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Abbildung 3-10: Mittelwerte der Blutalkoholkonzentrationen aller Probanden an den
beiden Studientagen, an denen Methylphenidat in Kombination mit Alkohol

eingenommen wurde.

Die Verlaufe der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Konditionen mit
Ethanolaufnahme zeigt Abbildung 3-10. VVon den Probanden wird bei Ethanolaufnahme
vor  Methylphenidateinnahme  (Ethanol+MPH), im Mittel eine maximale
Blutalkoholkonzentration von 0,66 %o 1 h nach Methylphenidateinnahme erreicht. Bei
Einnahme der Methylphenidatdosis besteht bereits eine Blutalkoholkonzentration von
im Mittel 0,31 %.. Im Gegensatz dazu wird bei Methylphenidateinnahme vor
Ethanolaufnahme (MPH+Ethanol) im Mittel eine maximale Blutalkoholkonzentration

von 0,55 %o 2,5 h nach Einnahme der Methylphenidatdosis erreicht.

3.3.3 Evaluierung der Serumproben

Nach Abnahme des EDTA-BIuts aus der Venenverweilkanile, werden die Blutproben
zentrifugiert, abgesert und bis zur Messung mittels LC TOF MS bei -20°C eingefroren.
Am Tag der Analyse werden die Serumproben nach dem Auftauen wie in 2.4.6

beschrieben durch basische Extraktion eluiert und unter Benutzung der LC TOF MS
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gemessen. Nach Auswertung der Messergebnisse werden die Konzentrations-Zeit-
Kurven erstellt und die pharmakokinetischen Parameter (2.1.6) berechnet.

3.3.3.1 THO01-07

3.3.3.1.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband TH 01-07 nimmt zu den Bedingungen der alleinigen
Methylphenidateinnahme (MPH alleine) zusatzlich zur Studienmedikation folgende
Medikamente ein: Ibuprofen 600 mg (4x pro Tag), Omeprazol 40 mg (1x am Tag) und
Sandoparin 0,3 ml (1x am Tag). Diese Medikation wurde fur die Probandenstudie vom
Prifarzt als nicht kontraindiziert eingestuft. Der Proband konnte deshalb die Teilnahme

an der Studie fortsetzen.

Der Proband klagt zu allen drei Studientagbedingungen Gber Mundtrockenheit, zu den
beiden Studientagen mit Ethanolaufnahme auch Ulber ein Hitzegefuhl. Ansonsten
bemerkt er die Einnahme der Priifsubstanzen nicht. Der Blutdruck bleibt bei Messung
uber die Studientage unaufféllig in einem Bereich zwischen 100/70 mmHg und 124/71

mmHg, der Puls in einem Bereich zwischen 70 bis 90/Minute.

Abbildung 3-11 zeigt den Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden

Studientage mit kombinierter Ethanol- und Methylphenidateinnahme.
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Abbildung 3-11: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband TH 01-07.
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TH 01-07 erreicht bei kombinierter Ethanolaufnahme eine  maximale
Blutalkoholkonzentration von 0,65 %o bei Ethanol+MPH 0,75 h nach Einnahme der
Methylphenidatdosis, bei der umgekehrten Reihenfolge nach 1,5 h. Bei Einnahme der
Methylphenidatdosis bei Ethanol+MPH ist bereits eine Blutalkoholkonzentration von

0,14 %o messbar.

3.3.3.1.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Bei Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven dieses Probanden zeigt sich im
Vergleich zu den restlichen Probanden ein auffélliges Datenprofil. Methylphenidat wird
zu den Bedingungen aller drei Studientage im Vergleich zu den restlichen 8 Probanden
in sehr hohen Konzentrationen (> 30 pg/l vs. < 10ug/l fur die restlichen Probanden)
nachgewiesen. Die Elimination verlduft dagegen sehr langsam, so dass bei Beendigung
der Studientage bei MPH alleine und MPH+Ethanol immer noch Konzentrationen > 20
pg/l messbar sind.

Die Bildung von Ethylphenidat wird bei MPH alleine nicht festgestellt. Vergleicht man
die beiden Studientage mit Ethanolaufnahme, so wird bei MPH+Ethanol eine hdhere
Ethylphenidatkonzentration gebildet als bei der umgekehrten Reihenfolge und dies zu
einem fruheren Zeitpunkt (0,25 h vs. 1 h nach Methylphenidateinnahme).

Ritalinsdure wird dagegen zu den Bedingungen aller drei Studientage, verglichen mit
den Daten der restlichen Probanden in einem sehr niedrigen Konzentrationsbereich
nachgewiesen (< 100 pg/l vs. < 300 pg/l fur die restlichen Probanden). Bei
Ethanol+MPH wird eine hohere Ritalinsdurekonzentration in den Konzentrations-Zeit-
Kurven dargestellt als zu den anderen beiden Konditionen, an denen die
Konzentrations-Zeit-Kurven &hnlich verlaufen. Bei Beendigung der Messung kdnnen
auch fur Ritalinsaure noch Konzentrationen > 40 pg/l nachgewiesen werden.

Die Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Analyte Methylphenidat, Ritalinsdure und

Ethylphenidat zu den Bedingungen der drei Studientage zeigt Abbildung 3-12.

Dadurch, dass bei diesem Probanden Methylphenidat auffallig im Vergleich zu den
anderen Probanden nur zu einem sehr geringen Anteil zu Ritalinsdure metabolisiert
wird, wird der Proband aus der zusammenfassenden Auswertung der
pharmakokinetischen Daten ausgenommen und gesondert aufgefiihrt. Dies dient der

weiteren Gewahrleistung einer Vergleichbarkeit der Probanden-Messergebnisse
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untereinander. Der Proband selbst wird in Bezug auf die Funktion der humanen

Carboxylesterase 1A als ,,poor metabolizer klassifiziert.
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Abbildung 3-12: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat

(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinséure (RA) von TH 01-07.



70

3.3.3.2 FM 04-07

3.3.3.2.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband FM 04-07 bemerkte zu den Bedingungen aller drei Studientage nach
Einnahme von Methylphenidat vor allem einen wachmachenden Effekt, der aber nach
ein bis zwei Stunden wieder nachlésst. Danach beschreibt er eine stark ausgeprégte
Midigkeit mit Schlaflosigkeit, die bei Ethanol+MPH am starksten ausgepragt ist. Die
Uberwachung der Vitalparameter zeigt einen maximalen Blutdruck von 140/90 mmHg
am zweiten Studientag etwa 2,5 h nach Methylphenidateinnahme, ansonsten bleibt der
Blutdruck in einem Bereich zwischen 99/68 mmHg und 122/66 mmHg. Der Puls liegt

bei Messung der Safety-Parameter zwischen 71 und 101/Minute.

FM 04-07 erreicht bei Ethanol+MPH eine maximale Blutalkoholkonzentration von 0,62
%0 0,5 h nach Tabletteneinnahme. Bei Einnahme der Methylphenidatdosis besteht
bereits eine Blutalkoholkonzentration von 0,17 %.. Bei MPH+Ethanol wird maximal
eine Blutalkoholkonzentration von 0,47 %. 2,5 h nach Methylphenidateinnahme
gemessen. Bei diesem Probanden zeigt sich also eine Diskrepanz der maximalen
Blutalkoholkonzentrationen an den beiden Studientagen mit Ethanolaufnahme von 0,15
%o Unterschied. Tmax der BAK bei MPH+Ethanol ist im Vergleich zur umgekehrten
Reihenfolge um 2 h verzogert. Abbildung 3-13 zeigt den Verlauf der

Blutalkoholkonzentrationen der ethanolabh&ngigen Studientage.
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Abbildung 3-13: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband FM 04-07.
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3.3.3.2.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Die Konzentrations-Zeit-Verldaufe der gemessenen Analyte fir FM 04-07 werden in

Abbildung 3-14 gezeigt.
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Abbildung 3-14: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat

(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinséure (RA) von FM 04-07.
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Methylphenidat wird bei MPH+Ethanol im Vergleich zu den beiden anderen
Studientagen in der hochsten maximalen Konzentration nachgewiesen. Bei MPH alleine
wird der niedrigste Konzentrations-Zeit-Verlauf fir Methylphenidat erreicht. Die
Anstiegsphase des Verlaufs fur MPH alleine verlauft &hnlich steil wie bei
MPH-+Ethanol. Bei Ethanol+MPH zeigt sich eine deutliche VVerzégerung von tmax.
Ethylphenidat wird bei MPH alleine nicht nachgewiesen. Bei Ethanol+MPH kann
Ethylphenidat friher und in einer héheren Konzentration bestimmt werden als bei
umgekehrter Reihenfolge.

Ritalinsdure wird bei MPH alleine und bei MPH+Ethanol in vergleichbaren
Konzentrations-Zeit-Verldufen gebildet. Bei Ethanol+MPH wird Ritalinsdure verzégert
nachgewiesen. Jedoch wird eine ahnlich hohe Ritalinsdurekonzentration wie zu den
anderen beiden Bedingungen erreicht. Am Ende des Messzeitraums nach 7 h kann
Ritalinsdure zu allen drei Bedingungen noch immer mit > 100 pg/l nachgewiesen

werden.

3.3.3.3 CD 05-07

3.3.3.3.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband CD 05-07 klagt besonders an den beiden ersten Studientagen (MPH
alleine, Ethanol+MPH) (ber starke Kopfschmerzen, die lber den Studientagverlauf
wieder rucklaufig sind und nicht Gber den Studientag hinaus persistieren. Die Kontrolle
der Vitalparameter verlduft unauffallig. An den drei Studientagen werden
Blutdruckwerte zwischen 95/68 mmHg und 115/85 mmHg dokumentiert, der Puls liegt

in einem Bereich zwischen 85 und 123/Minute.

Bei Ethanol+MPH wird 1 h nach Methylphenidateinnahme die maximale
Blutalkoholkonzentration in Hohe von 0,58 %o erreicht. Zu Beginn der Messungen
besteht bereits eine Blutalkoholkonzentration von 0,29 %.. Bei MPH+Ethanol wird nach
1,5 h die maximale Blutalkoholkonzentration von 0,53 %o erreicht. Abbildung 3-15

zeigt die Verldufe der Blutalkoholkonzentrationen dieses Probanden.
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Abbildung 3-15: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband CD 05-07.

3.3.3.3.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Methylphenidat wird zu den Bedingungen aller drei Studientage in einem
vergleichbaren Konzentrations-Zeit-Verlauf gemessen. Bei MPH alleine ist die
maximale Konzentration geringfligig niedriger als zu den beiden Bedingungen mit
kombinierter Ethanolaufnahme. Die maximale Methylphenidatkonzentration ist dann
bei MPH alleine friiher als die maximal erreichte Konzentration von Ethanol+MPH
nachweisbar.

Ethylphenidat wird bei alleiniger Methylphenidateinnahme nicht nachgewiesen. Bei
Ethanol+MPH wird eine wesentlich hdéhere Konzentration erreicht als bei der
umgekehrten Reihenfolge, wobei tmax im Vergleich zu MPH+Ethanol 1h spater
erreicht wird.

Ritalinsdure wird bei MPH alleine in einer hoheren Konzentration gebildet als an den
beiden Studientagen mit Ethanolbeteiligung. Bei MPH+Ethanol wird die maximale
Ritalinsdurekonzentration frilher erreicht als bei umgekehrter Reihenfolge. Nach der
letzten Messung bei 7 h sind geringe Konzentrationen von Methylphenidat und
Ritalinsaure (< 100 pg/l) noch nachweisbar.

Die Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Messung von Methylphenidat, Ethylphenidat und
Ritalinséure von CD 05-07 zeigt Abbildung 3-16.
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Abbildung 3-16: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinsaure (RA) von CD 05-07.

3.3.3.4 ST O07-07

3.3.3.4.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband ST 07-07 klagt besonders bei MPH alleine (ber mé&Rige bis starke
Kopfschmerzen und ein leicht geddampftes Gefihl im Kopf. Auch an den beiden
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folgenden Studientagen, an denen zusatzlich Ethanol eingenommen wird, treten
Kopfschmerzen auf, die im Vergleich dazu jedoch nicht mehr so stark ausgeprégt sind.
Es werden zu den drei Bedingungen Blutdruckwerte zwischen 104/68 mmHg und

153/108 mmHg gemessen, die Kontrolle des Pulses zeigt Werte zwischen 66 und

87/Minute.

ST 07-07 erreicht bei Ethanol+MPH eine maximale Blutalkoholkonzentration von 1,11
%o 0,75 h nach Messbeginn. Bei Einnahme von Methylphenidat betragt die BAK bereits
0,40 %o. Bei MPH+Ethanol wird eine maximale BAK von 0,69 %. 2,5 h nach
Methylphenidateinnahme nachgewiesen. Es zeigt sich eine Diskrepanz der
Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage mit Ethanolaufnahme von 0,29 %o
Unterschied. Der Verlauf der BAK ist bei MPH+Ethanol deutlich flacher als bei
Ethanol+MPH, tmax der BAK ist im Vergleich um 1,75 h verzdgert. Abbildung 3-17
zeigt den Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage, an denen

Methylphenidat in Kombination mit Ethanol eingenommen wird.
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Abbildung 3-17: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden
Studientage mit Ethanolaufnahme von Proband ST 07-07.

3.3.3.4.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Die Konzentrations-Zeit-Kurven von Proband ST 07-07 fur Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsdure sind in Abbildung 3-18 gezeigt.
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Abbildung 3-18: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinsaure (RA) von ST 07-07.

Methylphenidat wird bei MPH alleine in einer wesentlich héheren Konzentration
nachgewiesen als an den beiden Studientagen mit kombinierter Ethanolaufnahme. Bei
Beendigung des Messzeitraums nach 7 h, wird bei dieser Bedingung immer noch eine

hohe Methylphenidatkonzentration von > 9 pug/l festgestellt. Im Vergleich zu den
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anderen Probanden kommt es bei ST 07-07 also scheinbar nur zu einem sehr langsamen
Methylphenidatmetabolismus in der Leber bei dieser Bedingung. Die Konzentrations-
Zeit Verldaufe der beiden Studientage mit Ethanolbeteiligung sind im Hinblick auf den
Metabolismus von Methylphenidat wieder mit denen der restlichen Probanden zu diesen
Bedingungen vergleichbar.

Ethylphenidat kann bei MPH alleine nicht nachgewiesen werden. Bei Ethanol+MPH
kommt es zu einer wesentlich hoheren Bildung von Ethylphenidat, die auch wesentlich
friher im Vergleich zu der umgekehrten Reihenfolge auftritt.

Ritalinsdure kann zu allen drei Studientagbedingungen in vergleichbaren
Konzentrations-Zeit-Verldufen nachgewiesen werden. Die maximale Konzentration bei
Ethanol+MPH erreicht den niedrigsten Wert zum spatesten tmax der drei Bedingungen.
Die Konzentrations-Zeit-Kurven von MPH alleine und MPH+Ethanol verlaufen

ahnlich.

3.3.3.5 DP 09-07

3.3.3.5.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband DP 09-07 bemerkt zu den Bedingungen der drei Studientage ebenfalls eine
aufweckende Wirkung des Methylphenidats, die nach ein bis zwei Stunden zu einer
starken Mudigkeit fihrt. Es werden in der Kontrolle des Blutdruck Werte zwischen
106/75 mmHg und 140/76 mmHg festgestellt, der Puls liegt an den drei Studientagen in
einem Bereich zwischen 64 und 89/Minute.

Abbildung 3-19 zeigt den Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen an beiden
ethanolabhangigen Studientagen. DP 09-07 erreicht (ber den siebenstiindigen
Messzeitraum bei Ethanol+MPH eine maximale Blutalkoholkonzentration von 0,46 %o
1,5 h nach Tabletteneinnahme. Es besteht bei Einnahme der Methylphenidatdosis
bereits eine Blutalkoholkonzentration von 0,22 %.. Bei MPH+Ethanol wird eine
maximale Blutalkoholkonzentration von 0,40 %, 3 h nach Einnahme von

Methylphenidat erreicht.
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Abbildung 3-19: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband DP 09-07.

3.3.3.5.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Methylphenidat wird in vergleichbaren Konzentrations-Zeit-Verlaufen an allen drei
Studientagen tber den Messzeitraum nachgewiesen. Bei Ethanol+MPH findet sich eine
weniger steile Elimination als zu den beiden restlichen Konditionen, sowie eine
geringfugig verzogerte maximale Konzentration mit geringfiigig hoherer Konzentration.
Ethylphenidat wird bei alleiniger MPH alleine nicht nachgewiesen. Bei Ethanol+MPH
wird es in einer wesentlich hoheren Konzentration gebildet als bei der umgekehrten
Reihenfolge (1,2 pg/l vs. 0,2 pg/l Cmax). Auch der Zeitpunkt des ersten Nachweises
der Ethylphenidatbildung ist im Vergleich zu MPH+Ethanol wesentlich friher.
Ethylphenidat ist bei Ethanol+MPH auBerdem fast Gber den gesamten Messzeitraum
nachweisbar, wéhrend der Nachweis bei der umgekehrten Reihenfolge auf einen
Zeitraum von 4 h begrenzt ist.

Ritalinsaure wird bei MPH alleine und MPH+Ethanol in einem vergleichbaren
Konzentrations-Zeit-Verlauf gebildet. Bei Ethanol+MPH wird es in einer verminderten
Konzentration und zu einem spéteren Zeitpunkt gebildet. Der Verlauf der Elimination
ist bei dieser Kondition wieder mit dem der anderen beiden Konditionen vergleichbar.
Abbildung 3-20 zeigt die Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsaure von DP 09-07.
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Abbildung 3-20: Konzentrations-Zeit-Verldaufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinsaure (RA) von DP 09-07.

3.3.3.6 AM 10-07

3.3.3.6.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband AM 10-07 beschreibt zu den Bedingungen aller Studientage méfige
Kopfschmerzen, die bei MPH alleine im Vergleich zu den beiden Studientagen mit
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kombinierter Ethanolaufnahme starker ausgeprégt sind. Der Blutdruck bewegt sich in
einem Bereich zwischen 114/96 mmHg und 164/86 mmHg bei MPH alleine 5 h nach

Tabletteneinnahme. Der Puls liegt in einem Bereich zwischen 78 und 128/Minute.

Bei Ethanol+MPH wird eine maximale Blutalkoholkonzentration in Héhe von 0,70 %o 1
h nach Tabletteneinnahme erreicht. Zu Beginn der Messung besteht bereits eine BAK in
Ho6he von 0,34 %o. Bei MPH+Ethanol wird eine maximale Blutalkoholkonzentration
von 0,69 %0 2,5 h nach Tabletteneinnahme festgestellt. Tmax der BAK ist bei den
beiden Bedingungen also um 1 h verzogert. Abbildung 3-21 zeigt die Verlaufe der
Blutalkoholkonzentration der beiden Studientage, an denen Methylphenidat in

Kombination mit Ethanol eingenommen wird.
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Abbildung 3-21: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband AM 10-07.

3.3.3.6.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Methylphenidat zeigt bei MPH+Ethanol und der umgekehrten Reihenfolge eine
ahnliche Anstiegsphase in den Konzentrations-Zeit-Verlaufen. Bei Ethanol+MPH wird
dabei jedoch eine hohere maximale Konzentration erreicht als bei der umgekehrten
Reihenfolge. MPH alleine zeigt einen verminderten und verzogerten Konzentrations-
Zeit-Verlauf.

Ethylphenidat wird bei MPH alleine nicht nachgewiesen. Bei Ethanol+MPH zeigt der
Konzentrations-Zeit-Verlauf eine wesentlich héhere Ethylphenidatbildung als bei der
umgekehrten Reihenfolge (3 pg/l vs. 0,5 pg/l fir Cmax), sowie eine verlangerte
Elimination, da Ethylphenidat nach 7 h Messung immer noch nachweisbar ist.



81

Ritalinsure zeigt bei Ethanol+MPH und bei der umgekehrten Reihenfolge einen
ahnlichen Konzentrations-Zeit-Verlauf. Bei MPH alleine wird die maximale
Konzentration verzogert erreicht. Diese ist aulBerdem im Vergleich zu den beiden

anderen Konditionen unwesentlich erhéht. (Abbildung 3-22)
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Abbildung 3-22: Konzentrations-Zeit-Verldufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinséure (RA) von AM 10-07.
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3.3.3.7 DD 13-07

3.3.3.7.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband DD 13-07 klagt am ersten Studientag bei MPH alleine und tber den ersten
Studientag hinaus bis zum ndchsten Tag Uber Appetitlosigkeit. Bei Ethanol+MPH
beschreibt er leichte Kopfschmerzen, bei der umgekehrten Reihenfolge
Mundtrockenheit. Die Kontrolle der Blutdruckwerte zeigt Werte in einem Messbereich
zwischen 124/88 mmHg und 164/98 mmHg, der Puls unterliegt einer Schwankung
zwischen 73 und 109/Minute.

DD 13-07 erreicht bei Ethanol+MPH eine maximale Blutalkoholkonzentration von 1,08
% 0,75 h nach Einnahme der Methylphenidatdosis. Zum Zeitpunkt der
Tabletteneinnahme besteht bereits eine Blutalkoholkonzentration von 0,77 %.. Bei
MPH-+Ethanol wird 1,5 h nach Messbeginn eine maximale Blutalkoholkonzentration
von 0,74 %o gemessen. Es besteht bei diesem Probanden also ebenfalls eine Diskrepanz
der maximalen Blutalkoholkonzentration dieser beiden Konditionen von 0,31 %o
Unterschied, sowie eine Verzogerung von tmax der BAK bei MPH+Ethanol im
Vergleich zur umgekehrten Reihenfolge von 0,75 h Unterschied. Bei der letzten
Messung ist zu beiden Bedingungen immer noch eine Rest-Blutalkoholkonzentration in
den Serumproben des Probanden nachweisbar. Abbildung 3-23 zeigt die
Blutalkoholkonzentrations-Verléufe der beiden Studientage mit kombinierter Aufnahme
von Ethanol fur diesen Probanden.
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Abbildung 3-23: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband DD 13-07.
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3.3.3.7.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Abbildung 3-24 zeigt die Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Substanzen Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsaure von DD 13-07 zu den Bedingungen der drei
Studientage.
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Abbildung 3-24: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinsaure (RA) von DD 13-07.
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Methylphenidat wird bei MPH alleine in einer geringeren maximalen Konzentration und
mit einem flacheren Konzentrations-Zeit-Verlauf nachgewiesen vergleicht man diese
Bedingung mit den beiden anderen. Bei MPH+Ethanol wird die maximale
Konzentration friher erreicht als bei der umgekehrten Reihenfolge. Bei Ethanol+MPH
wird dagegen die hochste maximale Konzentration erreicht. Diese ist jedoch im
Vergleich zur umgekehrten Reihenfolge 1,5 h verzogert.

Ethylphenidat wird bei MPH alleine nicht nachgewiesen. Bei Ethanol+MPH wird die
maximale Konzentration zwar im Vergleich zur umgekehrten Reihenfolge zu einem
spateren Zeitpunkt erreicht, es wird jedoch in einer wesentlich htheren Konzentration
gebildet (Cmax 4,5 pg/l bei 2,5 h vs. 2,5 pg/l bei 1,5 h). Die Elimination verlauft fur
beide Konditionen (iber den gesamten Messbereich hinaus.

Ritalinsdaure wird bei MPH alleine und MPH+Ethanol mit einem vergleichbaren
Konzentrations-Zeit-Verlauf gezeigt. Bei Ethanol+MPH wird die maximale
Konzentration 1 h spater als bei der umgekehrten Reihenfolge erreicht, die
Ausscheidungsphase ist aber mit der der beiden anderen Konditionen vergleichbar. Die
hochste maximale Konzentration wird bei MPH alleine nach 4 h erreicht.

Alle drei Analyte sind Uber den Messbereich von 7 h hinaus noch nachweisbar.

3.3.3.8 CS 14-07

3.3.3.8.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband CS 14-07 klagt bei MPH alleine tber Nebenwirkungen in Form von
leichten Kopfschmerzen, die ebenfalls zu den beiden Konditionen mit kombinierter
Ethanolaufnahme auftreten und bei MPH+Ethanol besonders ausgepragt sind. Es
werden Uber die drei Studientage Blutdruckwerte zwischen 107/76 mmHg und 133/69

mmHg dokumentiert, der Puls liegt dabei in einem Bereich zwischen 76 und 89/Minute.

CS 14-07 erreicht bei Ethanol+MPH eine maximale Blutalkoholkonzentration von 0,49
%0 1,5 h nach Tabletteneinnahme. Bei Einnahme der Methylphenidatdosis besteht
bereits eine Blutalkoholkonzentration von 0,22 %.. Bei MPH+Ethanol wird eine
maximale Blutalkoholkonzentration von 0,64 % 1 h nach Tabletteneinnahme
festgestellt.

Abbildung 3-25 zeigt den Blutalkoholkonzentrationsverlauf flr die beiden Studientage,

an denen Methylphenidat in Kombination mit Ethanol konsumiert wurde.
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Abbildung 3-25: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband CS 14-07.

3.3.3.8.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Methylphenidat wird bei MPH alleine in einer im Vergleich zu den beiden Studientagen
mit Ethanolaufnahme geringeren Konzentration und mit einem verzégerten tmax
nachgewiesen. Die hdchste maximale Konzentration von Methylphenidat wird bei
MPH-+Ethanol erreicht. Diese erfolgt spater als bei Ethanol+MPH, bei der eine
geringere Konzentration nachgewiesen wird.

Ethylphenidat wird bei MPH alleine nicht gebildet. Bei Ethanol+MPH wird es in
annahernd vergleichbarer maximaler Konzentration zur umgekehrten Reihenfolge, aber
zu einem friheren Zeitpunkt gebildet.

Ritalinsdaure kann zu den Bedingungen der drei Studientage in vergleichbaren
Konzentrations-Zeit-Verldufen bestimmt werden, wobei bei Ethanol+MPH ein
geringerer Konzentrations-Zeit-Verlauf im Vergleich zu den beiden anderen
Konditionen, aber mit vergleichbarer Eliminationsphase, gezeigt wird.

Abbildung 3-26 zeigt die Konzentrations-Zeit-Kurven von Methylphenidat,
Ethylphenidat und Ritalinsdure von Proband CS 14-07 zu den Bedingungen der drei
Studientage.
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Abbildung 3-26: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalinsaure (RA) von CS 14-07.

3.3.3.9 SN 18-07

3.3.3.9.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Der Proband SN 18-07 klagt, wie ein Grofdteil der restlichen Probanden, zu den

Bedingungen der drei Studientage Uber leichte bis maRige Kopfschmerzen. Diese sind
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bei den Konditionen mit kombinierter Ethanolaufnahme starker ausgeprégt als bei MPH
alleine. Die Kontrollen der Blutdruckwerte zeigen einen Messbereich zwischen 108/84
mmHg und 167/90 mmHg bei Ethanol+MPH 3 h nach Tabletteneinnahme.

Der Proband erreicht bei Ethanol+MPH eine maximale Blutalkoholkonzentration von
0,48 %o gemessen 1,5 h nach Tabletteneinnahme. Zum Zeitpunkt der Einnahme dieser
Prifsubstanz liegt bereits eine Blutalkoholkonzentration von 0,25 %. vor. Bei
MPH+Ethanol wird eine maximale BAK von 0,54 %o 2,5 h nach Einnahme der
Prufsubstanz erreicht. Es findet sich also eine geringe Diskrepanz der BAK von 0,06 %o
Unterschied, bei deutlich verzogertem tmax der BAK von 1 h Unterschied.

Den Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen dieser beiden Studientage fur SN 18-07
zeigt Abbildung 3-27.
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Abbildung 3-27: Verlauf der Blutalkoholkonzentrationen der beiden Studientage
mit Ethanolaufnahme von Proband SN 18-07.

3.3.3.9.2 Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven

Methylphenidat wird in vergleichbaren Konzentrations-Zeit-Verlaufen zu allen drei
Bedingungen nachgewiesen. Bei MPH alleine lasst sich eine schnellere Elimination
feststellen als an den beiden anderen Studientagen. Bei Ethanol+MPH wird die
geringste maximale Konzentration nachgewiesen.

Ethylphenidat wird bei MPH alleine nicht nachgewiesen. Bei Ethanol+MPH wird eine
hohere Ethylphenidatkonzentration in den Serumproben gemessen (Cmax 1 pg/l vs. 0,4
pg/l), die im Vergleich zu MPH+Ethanol friher auftritt (tmax 2 h vs. 2,5 h).
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Ritalinsdure kann bei MPH alleine und bei MPH+Ethanol in vergleichbaren
Konzentrations-Zeit-Kurven dargestellt werden. Bei Ethanol+MPH zeigt sich im
Vergleich zu den Bedingungen der anderen beiden Konditionen eine verminderte
Ritalinsaurebildung, deren Konzentrations-Zeit-Verlauf flacher verlauft und langer
persistiert. Sowohl Ritalinsaure, als auch Methylphenidat konnen (ber den

Messzeitraum von 7 h im Serum hinaus nachgewiesen werden. (Abbildung 3-28)
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Abbildung 3-28: Konzentration-Zeit-Verlaufe von Methylphenidat
(MPH), Ethylphenidat (EPH) und Ritalins&ure (RA) von SN 18-07.
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3.3.4 Pharmakokinetische Auswertung

Die pharmakokinetische Auswertung der hier durchgefuhrten Probandenstudie setzt sich
aus den berechneten pharmakokinetischen Parametern eines jeden einzelnen Probanden,
sowie aus der zusammenfassende Auswertung der Daten von 8 der 9 Probanden
zusammen. Der Proband TH 01-07 wird aus der zusammenfassenden Auswertung
ausgeschlossen, da seine  Konzentrations-Zeit-Verlaufe  bei  sehr  hohen
Methylphenidatkonzentrationen einen gehemmten Methylphenidatmetabolismus mit nur
geringfugiger Ritalinsdurebildung, aber normaler bis hoher Ethylphenidatbildung zeigt.
Bei ihm die hdchste Ethylphenidatkonzentration aller Probanden bei der Bedingung
MPH+Ethanol  erreicht.  In  der  zusammenfassenden  Auswertung  der
pharmakokinetischen Parameter ist dieser Proband nicht berticksichtigt. Seine Daten
werden in der Auswertung der pharmakokinetischen Auswertung der einzelnen

Probanden dargestelit.

Um die Pharmakokinetik der kombinierten Einnahme von Methylphenidat zusammen
mit Ethanol zu charakterisieren, werden aus den Konzentrations-Zeit-Verlaufen der
Probanden die in 2.1.6.1 beschriebenen pharmakokinetischen Parameter berechnet.
Dazu zahlen die maximale Konzentration (Cmax), die maximale Zeit (tmax), die Area
under the curve (AUC) flir den Messzeitraum und Uber den Messzeitraum hinaus
(AUCIinf), die Mean residence time (MRT), die Latenzzeit (tlag), Clearance (CI_f) und
Verteilungsvolumen (V_f) in Abhédngigkeit von der Bioverfugbarkeit wvon
Methylphenidat und die Halbwertszeiten der Absorption bzw. Bildung der Analyte (HL
KO01) und der Elimination (HL K10).

Die wesentlichen Ergebnisse fur Methylphenidat bei alleiniger
Methylphenidateinnahme (MPH alleine) der Einzelauswertung der Probanden sind in
Tabelle 3-13 gezeigt. Aufféllig sind die Daten von Proband TH 01-07 und SN 18-07,
die vor allem eine hohe Cmax mit 28,6 ug/l mit korrespondierender AUC und AUCinf
zeigen, aber auch ein wesentlich erniedrigtes Verteilungsvolumen im Vergleich zu den
restlichen Probanden aufweisen.

Tabelle 3-14 zeigt die zusammenfassende Auswertung der pharmakokinetischen Daten
der Auswertung fir Methylphenidat bei alleiniger Methylphenidateinnahme (MPH
alleine).
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MPH alleine | Cmax tmax AUC  AUCIinf MRTinf CI_f V_f tlag HLK10 HL K01
wo/ll  [h]  [h*po/] [h*pgrl  [h] /] [L]  [h] [h] [h]
TH 01-07 28,6 1,6 151,3 310,5 10,6 65 610 0,3 6,5 0,3
FM 04-07 4,9 19 20,2 24,9 5,0 742 2738 04 2,6 0,5
CD 05-07 7,0 1,0 21,4 23,8 35 794 2101 0,2 1,8 0,2
ST 07-07 12,9 1,0 69,5 236,4 18,4 84 1475 0,04 12,1 0,1
DP 09-07 7,1 0,9 23,8 27,5 3,6 738 2224 0,2 2,1 0,2
AM 10-07 6,7 2,8 29,2 36,5 5,6 534 1623 1,0 2,1 0,8
DD 13-07 7,0 3,6 33,8 43,3 6,5 407 1057 1,0 1,8 1,8
CS 14-07 4,6 2,8 21,1 25,5 5,8 708 1592 0,5 1,6 1,6
SN 18-07 28,6 1,8 19,2 25,1 11,6 59 607 04 7,2 0,3

Tabelle 3-13: Ubersicht der pharmakokinetischen Daten aller Studienprobanden fir Methylphenidat
(MPH) bei alleiniger Methylphenidateinnahme (MPH alleine).

MPH alleine | Cmax tmax AUC  AUCInf MRTinf CILf V_f tlag HLK10 HLKO1
mo/ll [l [h*ug/t] [h*pgrd]  [h]  [VR]  [L]  [h] [h] [h]
Min 4,6 0,9 19,2 23,8 3,5 59 607 0,04 1,6 0,2
Max 28,6 3,6 69,5 236,4 18,4 794 2738 1,0 12,1 1,8
Median 7,0 19 22,6 26,5 57 621 1607 04 2,1 0,4
Mittelwert 9,8 2,0 29,8 55,4 7,5 508 1677 0,5 3,9 0,7
Stabw 8,0 1,0 16,8 735 51 208 675 04 38 0,7
VK % 81,2 50,6 0,6 1,3 67,7 586 402 755 971 92,8

Tabelle 3-14: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung fur Methylphenidat fir die alleinige
Methylphenidateinnahme (MPH alleine) fir n=8 Probanden.

Tabelle 3-15 zeigt die Ubersicht der Einzelauswertung der pharmakokinetischen Daten
der Probanden fir Methylphenidat bei Ethanolaufnahnme 30 Minuten vor
Methylphenidateinnahme (Ethanol+MPH). Auch bei dieser Bedingung sind die
pharmakokinetischen Daten von TH 01-07 auffallig. Er zeigt auch bei dieser
Bedingung, im Gegensatz zu SN 18-07, wieder eine hohe Cmax mit 29,1 pg/l bei
korrespondierend hoher AUC bzw. AUCInf. Das Verteilungsvolumen ist bei dieser
Bedingung im Vergleich zu den Daten der restlichen Probanden wiederum mit 477 L
vermindert.

Die zusammenfassende Auswertung der Pharmakokinetik fur Methylphenidat unter der
Bedingung Ethanol+MPH wird in Tabelle 3-16 gezeigt.
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EtOH+MPH | Cmax tmax AUC  AUCInf MRTinf CIf V_f tlag HLK10 HLKO1
/T [h]  [h*pg/] [h*pedll  [P] (WAl [L] [h] [N (]
TH 01-07 291 21 1257 1342 37 144 477 09 23 04
FM 04-07 54 30 246 295 55 626 1386 08 15 15
CD 05-07 78 14 242 255 29 806 1342 03 12 05
ST 07-07 60 07 217 24,0 29 724 2004 02 28 01
DP 09-07 83 16 335 37,9 38 528 1390 02 18 06
AM10-07 | 11,9 11 549 83,1 85 250 1422 02 39 0.2
DD13-07 | 119 30 484 59,9 56 348 873 14 17 038
CS 14-07 70 174 302 373 45 535 1899 03 25 05
SN 18-07 56 30 299 384 62 459 1322 01 20 2,0

Tabelle 3-15: Ubersicht der pharmakokinetischen Daten aller Studienprobanden fiir Methylphenidat bei
Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme (EtOH+MPH).

EtOH+MPH | Cmax tmax ~AUC  AUCInf MRTinf CIf V_f tlag HLK10 HLKO1
[ho/l] [l [h*wo/ll  [h*pgl  [h]  [Vh] [L]  [h] (h] [h]
Min 54 07 217 24,0 29 250 873 01 1,2 01
Max 120 30 549 83,1 85 806 2904 14 3,9 2,0
Median 74 17 301 37,6 50 531 1388 02 1,9 06
Mittelwert 80 20 334 41,9 50 535 1567 04 2.2 08
Stabw 26 09 120 20,1 19 185 607 05 09 0,7
VK % 330 474 04 05 37,7 346 387 1047 402 83,5

Tabelle 3-16: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung fiur Methylphenidat bei
Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme (EtOH+MPH) flir n=8 Probanden.

Fur die Methylphenidateinnahme 30 Minuten vor Ethanolaufnahme (MPH+Ethanol)
von Methylphenidat werden fir die pharmakokinetische Einzelauswertung der
Probandendaten die in Tabelle 3-17 gezeigten Daten berechnet. Auch bei dieser
Bedingung zeigt TH 01-07 eine auffallig hohe Cmax mit 27,2 pg/l im Vergleich zu den
restlichen Probanden. Auch das Verteilungsvolumen ist wieder deutlich erniedrigt. Bei
dieser Bedingung fallt jedoch auch eine deutliche Erhéhung der MRT auf, die bei 13,2 h
liegt, die Halbwertzeit der Elimination ist mit 5,7 h leicht erhoht.

Tabelle 3-18 zeigt die zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung der
Probandendaten fiir Methylphenidat unter der Bedingung MPH+Ethanol.
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MPH+EtOH | Cmax tmax AUC  AUCinf MRTinf CIf V_f tlag HLKI10 HLKO1
[ho/lT [l [h*pg/d] [h*pe/ll (M1  [Vh] [L] [  [h] (]
TH 01-07 272 15 291 42,1 132 78 636 03 57 03
FM 04-07 67 20 458 67,7 54 424 2155 04 35 05
CD 05-07 88 12 320 39,1 28 685 1813 06 18 0.2
ST 07-07 63 13 318 36,0 28 1070 1997 05 13 03
DP 09-07 76 07 255 288 32 652 2288 03 24 0.1
AM10-07 | 105 08 1418 2509 77 277 1772 03 44 0.1
DD13-07 | 100 19 176 18,7 55 357 1317 04 26 06
CS 14-07 68 23 261 26,8 48 524 1083 03 14 14
SN 18-07 64 16 435 59,0 41 510 2315 02 32 04

Tabelle 3-17: Ubersicht der pharmakokinetischen Daten aller Studienprobanden fiir Methylphenidat bei
Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme (MPH+EtOH).

MPH+EtOH | Cmax tmax ~AUC  AUCinf MRTinf CILf V_f tlag HLK10 HLKO1
[wo/l] [ [h*pg/]  [h*ped]  [h] V][] [h] (h] [h]
Min 63 07 17,6 18,7 28 277 1083 02 13 01
Max 105 23 1418 2509 77 1070 2315 06 44 14
Median 72 15 319 375 44 517 1905 03 25 04
Mittelwert 79 15 455 65,9 45 562 1842 04 26 05
Stabw 17 06 400 76,5 17 247 447 01 11 0,4
VK % 21,1 393 09 12 372 440 243 351 419 98,1

Tabelle 3-18: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung fiur Methylphenidat bei
Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme (MPH+EtOH) fiir n=8 Probanden.

Fur Ritalinsdure errechnen sich fiir die Einzelauswertung der pharmakokinetischen
Parameter der Probanden flr die alleinige Methylphenidateinnahme (MPH alleine) die
in Tabelle 3-19 dargestellten Daten. Auch bei dieser Bedingung zeigt TH 01-07
auBergewohnliche Werte. Es zeigt sich eine deutlich verminderte Cmax mit 49,8 pg/I,
sowie eine deutlich verlangerte MRTinf von 11,6 h. AuBerdem ist die Halbwertszeit der
Elimination mit 27,0 h stark erhoht.

Die zusammenfassende Auswertung der pharmakokinetischen Daten fur MPH alleine
ist in Tabelle 3-20 dargestellt.
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MPH alleine | Cmax tmax AUC  AUCiInf MRTinf tlag HL K10 HL K01
[ug/ll  [h]  [h*ug/l]  [h*pg/l]  [h] [h] [h] [h]
TH 01-07 498 25 305,3 1935,5 11,6 0,2 27,0 0,4
FM 04-07 3219 2,3 14345 19251 6,7 0,6 2,8 0,6
CD 05-07 3089 15 12576 16510 5,6 0,3 2,8 0,4
ST 07-07 4428 13 16740 23781 5,7 0,4 3,4 0,2
DP 09-07 3291 11 12536  1589,0 5,7 0,2 2,4 0,3
AM 10-07 3236 2,6  1402,7 20655 7,0 11 3,2 0,5
DD 13-07 2505 3,6 12466  1588,3 6,2 0,9 1,9 1,8
CS 14-07 220,8 3,0 978,2 11815 9,7 0,8 15 15
SN 18-07 2726 15 10409 13677 5,4 0,4 2,7 0,3

Tabelle 3-19: Ubersicht der pharmakokinetischen Auswertung aller Studienprobanden fiir

Ritalinsdure bei alleiniger Methylphenidateinnahme (MPH alleine).

MPH alleine | Cmax tmax AUC  AUCInf MRTinf tlag HL K10 HL K01
[ug/ll [l  [h*pg/l]  [h*pg/]  [h] [h] [h] [h]
Min 2208 11 978,2 11815 54 0,2 15 0,2
Max 4428 3,6 16740 2378,1 9,7 1,1 34 1,8
Median 3154 19 12556  1620,0 5,9 0,5 2,7 0,4
Mittelwert 3088 2,1 12860 17183 6,5 0,6 2,6 0,7
Stabw 66,8 0,9 221,8 386,9 14 0,3 0,6 0,6
VK % 216 425 0,2 0,2 21,8 53,6 25,1 90,5

Tabelle 3-20: Allgemeine pharmakokinetische Auswertung fir Ritalinsaure bei alleiniger

Methylphenidateinnahme flir n=8 Probanden.

Tabelle 3-21 zeigt die Ubersicht der Einzelauswertung der Probandendaten fiir
Ethanol+MPH fir Ritalinsdure. Auch bei dieser Bedingung ist Cmax von Ritalinséure
bei Proband TH 01-07 mit 60,3 pg/l deutlich verringert. Wie bereits bei der alleinigen
Methylphenidateinnahme beschrieben, ist auch bei dieser Bedingung die MRTinf
deutlich verlangert (16,6 h), ebenso wie die Halbwertszeit der Elimination mit 25,2 h.
Tabelle 3-22 zeigt die zusammenfassende Auswertung der pharmakokinetischen
Probandendaten fur Ritalinsdure bei Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme
(Ethanol+MPH).
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EtOH+MPH | Cmax tmax AUC  AUCinf MRTinf tlag HLK10 HL K01
ho/lT - [h]  [h*pg]  [*ug/l]  [N] (] (] (]
TH 01-07 603 34 3275 22459 166 10 252 04
FM04-07 | 2986 3,2 13410 17742 72 10 18 1,2
CD 05-07 2350 20 10979 15548 70 04 30 06
ST 07-07 2926 20 14445 20203 82 01 29 0,7
DP 09-07 2461 2,2 11633 15839 64 03 26 07
AM10-07 | 2431 22 11322 12804 38 04 21 08
DD13-07 | 2430 31 10120 11302 74 14 06 2,5
CS 14-07 1990 22 9819 15272 66 05 39 05
SN 18-07 1880 41 10475 16366 77 01 28 28

Tabelle 3-21: Ubersicht der pharmakokinetischen Daten aller Studienprobanden fir

Ritalinsdure bei Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme (EtOH+MPH).

EtOH+MPH | Cmax tmax ~AUC  AUCinf MRTinf Tlag HL K10 HL K01
[ho/l [ [h*ug/]  [h*ugd]  [h] (] (] (h]
Min 1879 20 919 11302 38 01 06 05
Max 2986 41 14445 20203 82 14 39 28
Median 2430 22 11150 15693 71 04 27 08
Mittelwert | 2432 26 11525 15634 68 05 25 12
Stabw 389 08 1622 2747 14 05 10 0,9
VK % 160 288 01 0.2 200 902 392 731

Tabelle 3-22: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung fur Ritalinsdure bei
Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme (EtOH+MPH) flir n=8 Probanden.

Eine Ubersicht (iber die pharmakokinetischen Daten der Einzelauswertung der
Probanden fur die Bedingung MPH+Ethanol fur Ritalinsdure zeigt Tabelle 3-23. TH 01-
07 zeigt auch bei dieser Bedingung eine auBergewdhnlich niedrige Cmax fiir
Ritalinsdure, die aber im Vergleich der drei Bedingungen den hochsten Wert erreicht.
Im Vergleich zu den restlichen Probanden ist MRTinf mit 11,0 h deutlich verlangert,
wéhrend die Halbwertszeit der Elimination mit 4,5 h nur eine geringfligige
Verlangerung zeigt ist. Bei dieser Bedingung finden sich fiir den Probanden, der in
Bezug auf die Funktion der humanen Carboxylesterase als ,,poor metabolizer«
eingestuft wird, aulRerdem ein geringfiigig verlangertes tmax (3,3 h), sowie eine
erniedrigte AUC (479,4 h*ug/l).
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Die zusammenfassende Auswertung der Probandendaten der pharmakokinetischen
Parameter fir Ritalinséure bei MPH+Ethanol zeigt Tabelle 3-24.

MPH+EtOH | Cmax tmax AUC  AUCiInf MRTinf tlag HL K10 HL K01
woll [l [h*pg/l]  [h*ug/l]  [h] [h] [h] [h]
TH 01-07 86,4 33 479,4 895,2 11,0 0,3 4,5 11
FM 04-07 302,9 1,67 13764 20435 7,2 0,4 3,6 0,3
CD 05-07 2391 18 1079,2 15441 6,0 0,7 37 0,3
ST 07-07 368,4 16  1538,6  1984,2 5,9 0,3 2,5 0,4
DP 09-07 3225 10 12814 17589 5,7 0,4 31 0,1
AM 10-07 2770 14 13062 20773 12,2 0,3 4,2 0,3
DD 13-07 2273 24 10568 13833 6,8 0,5 2,3 0,9
CS 14-07 2376 2,7 10613 14229 6,4 1,0 25 0,6
SN 18-07 2355 15 11177 16855 6,2 0,3 3,9 0,3

Tabelle 3-23: Ubersicht der pharmakokinetischen Daten aller Studienprobanden fiir

Ritalinsdaure bei Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme (MPH+EtOH).

MPH+EtOH | Cmax tmax AUC  AUCIinf MRTinf tlag HL K10 HL K01
woll  [h]  [h*pg/]  [h*pg/l]  [h] (h] [h] [h]
Min 227,3 10 1056,8 13833 57 0,3 2,3 0,1
Max 3684 2,7 15386 20773 12,2 1,0 4,2 0,9
Median 2580 16 11995 17222 6,3 0,4 3,3 0,3
Mittelwert 276,3 18 12272 17375 7,0 0,5 3,2 0,4
Stabw 51,1 0,6 176,8 276,5 2,1 0,3 0,7 0,2
VK % 185 31,6 0,1 0,2 305 586 226 59,5

Tabelle 3-24: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung flr Ritalinsaure bei
Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme (MPH+EtOH) fur n=8 Probanden.

Fur Ethylphenidat, dass einzig an den beiden Studientagen mit kombinierter
Methylphenidateinnahme und Ethanolaufnahme nachgewiesen werden kann, ergeben
sich die in Tabelle 3-25 dargestellten pharmakokinetischen Daten in der
Einzelauswertung der Probanden fir die Bedingung Ethanol+MPH. Auffallig bei der
Ubersicht dieser Daten ist ebenfalls das Datenprofil von TH 01-07. Zwar zeigt sich bei
ihm eine im Vergleich zu den restlichen Probanden normale Cmax des gebildeten
Ethylphenidats. Jedoch sind MRTinf (14 h) und die Halbwertszeit der Elimination (4 h)

auch bei diesem Analyten wieder deutlich verlangert. Fir tmax und AUC bzw. AUCinf
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zeigt sich ebenfalls eine Verlangerung bzw. Erhohung, die aber nur geringfligig
ausgepragt ist.

Die zusammenfassende Auswertung der pharmakokinetischen Daten der Probanden fiir
Ethylphenidat bei Ethanol+MPH zeigt Tabelle 3-26.

EtOH+MPH | Cmax tmax AUC  AUCInf MRTinf tlag HL K10 HL K01
b/l [l [h*pg/] [h*pe/ll  [M] [N [h] (]
TH 01-07 20 25 102 16,9 140 09 40 05
FM 04-07 07 18 23 34 42 05 25 04
CD 05-07 12 11 26 2,6 19 04 05 05
ST 07-07 09 04 20 23 31 02 15 0,03
DP 09-07 12 11 37 4.4 29 02 17 0,3
AM 10-07 26 08 75 8,4 56 02 16 0.2
DD 13-07 32 24 115 12,1 35 09 10 1,0
CS 14-07 08 09 20 2,7 26 05 19 0.1
SN 18-07 09 16 28 3.2 27 01 10 1,0

Tabelle 3-25: Ubersicht der pharmakokinetischen Daten aller Studienprobanden fiir
Ethylphenidat bei Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme (EtOH+MPH).

EtOH+MPH | Cmax tmax ~AUC  AUCiInf MRTinf tlag HLK10 HL K01
[ho/l] [ [h*pg/ll  [h*pg/ll  [N] (h] (] (]
Min 07 04 2,0 2,3 19 01 05 0,03
Max 32 24 115 12,1 56 09 25 1,0
Median 11 11 2,7 33 30 03 16 04
Mittelwert 14 12 43 4,9 33 04 15 04
Stabw 09 06 34 35 11 03 06 04
VK % 655 507 08 07 346 761 421 87,6

Tabelle 3-26: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung flr Ethylphenidat bei
Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme (EtOH+MPH) flir n=8 Probanden.

Bei der umgekehrten Reihenfolge (MPH+Ethanol), berechnen sich die in Tabelle 3-27
dargestellten Daten fir die Einzelauswertung der Probanden. Auch bei dieser
Bedingung sind die berechneten pharmakokinetischen Daten von TH 01-07 auffallig.
Neben der deutlich erhohten Cmax von 3,3 pg/l mit korrespondierender hoher AUC
bzw. AUCInf, bewegen sich die Werte der restlichen Parameter in einem mit den

restlichen Probanden vergleichbaren Bereich.
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Fur die zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung ergeben sich aus den in

Tabelle 3-27 gezeigten Daten die in Tabelle 3-28 dargestellten Werte.

MPH+EtOH | Cmax tmax ~AUC  AUCinf MRTinf tlag HLK10 HL K01
b/l [l [h*pg/] [h*pe/ll  [M] [ [h] (]
TH 01-07 33 24 159 22,1 58 05 31 06
FM 04-07 04 25 12 13 35 12 09 0.9
CD 05-07 07 10 15 1,6 24 06 14 0.1
ST 07-07 03 12 04 06 32 10 11 0,04
DP 09-07 03 07 05 06 25 03 09 0.1
AM 10-07 06 10 22 4,8 99 01 47 0,2
DD 13-07 22 16 67 6,9 30 05 10 0,6
CS 14-07 07 18 20 2.3 34 04 10 09
SN 18-07 03 25 07 0.9 37 14 08 08

Tabelle 3-27: Ubersicht der pharmakokinetischen Auswertung aller Studienprobanden fir
Ethylphenidat bei Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme (MPH+EtOH).

MPH+EtOH | Cmax tmax AUC  AUCIinf MRTinf tlag HL K10 HL K01
woll  [h]  [h*pg/]  [h*pg/l]  [h] (h] [h] [h]
Min 0,3 0,7 0,4 0,6 2,4 0,1 0,76 0,04
Max 2,2 2,5 6,7 6,9 9,9 14 4,7 0,9
Median 0,5 14 1,3 14 33 0,5 1,0 0,4
Mittelwert 0,7 15 1,9 2,4 4,0 0,7 1,5 0,5
Stabw 0,6 0,7 2,0 2,3 2,5 0,45 1,3 0,4
VK % 945 445 1,1 1,0 618 665 892 84,5

Tabelle 3-28: Zusammenfassende pharmakokinetische Auswertung flr Ethylphenidat bei
Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme (MPH+EtOH) fur n=8 Probanden.

3.3.5 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der Probandendaten wird auf Grund der grof3en
Heterogenitdit der  Daten, die sich aus den  Schwankungen  der
Blutalkoholkonzentrationen der Probanden an den beiden Studientagen mit
Ethanolaufnahme und den inter-individuellen Unterschieden im
Methylphenidatmetabolismus erkléren lassen, nicht von einer Normalverteilung
ausgegangen.  Zum  Vergleich  der drei  Konditionen, der alleinigen

Methylphenidateinnahme (MPH alleine), der Ethanolaufnahme vor
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Methylphenidateinnahme (Ethanol+MPH) und der Methylphenidateinnahme vor der
Ethanolaufnahme (MPH+Ethanol), werden iber SPSS (Version 14) nicht-parametrische
Tests wie der Mann-Whitney-Test verwendet. AuBerdem werden bei diesem Vergleich
nur 8 der 9 Probanden berticksichtigt. TH 01-07 wird durch die bei ihm beobachteten im
Vergleich zu den restlichen Probanden hohen Methylphenidat-Wirkstoffkonzentrationen
bei niedrigen Ritalinsdurekonzentrationen, sowie durch die beobachteten Unterschiede
in den pharmakokinetischen Parametern der drei Bedingungen, aus der vergleichenden

Bewertung der pharmakokinetischen Daten ausgenommen.

Fur Methylphenidat ergeben sich bei Vergleich der pharmakokinetischen Parameter der
drei Konditionen Uber den Mann-Whitney-Test keine signifikanten Unterschiede.
Tendenziell sind die Methylphenidat-Wirkstoffkonzentrationen bei MPH alleine
niedriger als bei Einnahme in Kombination mit Ethanol, unabhdngig von der
Reihenfolge.
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Abbildung 3-29: Boxplots fur die maximale Konzentration Cmax von Methylphenidat (MPH),
Ritalinsdure (RA) und Ethylphenidat (EPH) der verschiedenen Studientagbedingungen.

Fur Ritalinsaure ergibt sich im Vergleich der Bedingungen von MPH alleine zu
Ethanol+MPH ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) fur Cmax. Die
Ritalinsdurekonzentration nimmt im Vergleich zur alleinigen Methylphenidateinnahme
bei Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme signifikant ab.

Fir Ethylphenidat ergeben sich bei Vergleich der Studientage mit Ethanolbeteiligung
ebenfalls signifikante Unterschiede in Cmax (p < 0,01). Die maximale Konzentration
nimmt bei Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme zur umgekehrten
Reihenfolge signifikant ab (Abbildung 3-29).

Vergleicht man die pharmakokinetischen Parameter flr Ritalinsdure, die bei

Ethanol+MPH und der umgekehrten Einnahmereihenfolge gemessen werden, ergibt
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sich auBerdem ein signifikanter Unterschied fir die Halbwertszeit der
Ritalinsdurebildung (p < 0,01). Diese nimmt von der Ethanolaufnahme vor
Methylphenidateinnahme zur umgekehrten Reihenfolge signifikant ab. Bei Vergleich
von MPH alleine zu Ethanol+MPH, zeigt sich ein anndhernder signifikanter
Unterschied fur die Halbwertszeit der Bildung mit p = 0,065. Diese nimmt von der
alleinigen Methylphenidateinnahme zu Ethanol vor Methylphenidat zu (Abbildung 3-
30).
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Abbildung 3-30: Boxplots fir die Halbwertszeit der Absorption von Methylphenidat (MPH) bzw. der
Bildung von Ritalinséure (RA) und Ethylphenidat (EPH) der verschiedenen Studientagbedingungen .

Auch tmax ist fiir Ritalinsdure bei Vergleich dieser Studientagbedingungen signifikant
unterschiedlich (p < 0,05). Es nimmt von Ethanol+MPH zu MPH+Ethanol signifikant
ab (Abbildung 3-31).
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MPH RA EPH

Abbildung 3-31: Boxplots fur tmax von Methylphenidat (MPH), Ritalinsaure (RA) und Ethylphenidat
(EPH) der verschiedenen Studientagbedingungen.

Fir Ethylphenidat ergeben sich bei Vergleich der Studientage mit Ethanolbeteiligung,
signifikante Unterschiede fur die AUC (p < 0,05). Die AUC nimmt von Ethanol+MPH
zur umgekehrten Einnahmereihenfolge der Prifsubstanzen signifikant ab, dargestellt als
Boxplots in Abbildung 3-32.
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Abbildung 3-32: Boxplots fiir die AUC von Methylphenidat (MPH), Ritalinsdure (RA) und
Ethylphenidat (EPH) der verschiedenen Studientagbedingungen.

Auch fur die AUCinf errechnen sich flr Ethylphenidat signifikante Unterschiede bei
Vergleich der Studientage mit Ethanolbeteiligung (p < 0,05) (Abbildung 3-33). Auch
hier nimmt die AUCInf signifikant ab, wird Alkohol vor Methylphenidat eingenommen.
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Abbildung 3-33: Boxplots fir die AUCInf von Methylphenidat (MPH), Ritalinsdure (RA) und
Ethylphenidat (EPH) der verschiedenen Studientagbedingungen.

Vergleicht man die Eliminationshalbwertszeiten von Methylphenidat und
Ethylphenidat, zeigt sich bei MPH+Ethanol ein signifikanter Unterschied (p < 0,05).
Die Eliminationshalbwertszeit von Methylphenidat ist deutlich hoher als die von
Ethylphenidat. Der Vergleich der beiden anderen Konditionen zeigt dagegen keine

signifikanten Unterschiede.
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4 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neben dem Metabolismus von Methylphenidat, die
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften der
Methylphenidateinnahme in Kombination mit Ethanol zu untersuchen. Dazu wurden in-
vitro Inkubationsversuche in humanem Leberhomogenat unter verschiedenen
Bedingungen durchgefiihrt, die sich an den Kokain-Inkubationsversuchen von Bailey
orientierten (1995a; 1994; 1995b), und darin der enzymatische Prozess des
Methylphenidatmetabolismus ohne und zusammen mit Ethanol beobachtet, sowie die
Konzentrationen von Methylphenidat und Ethanol fir eine Enzymsattigung bestimmt.
Eine Probandenstudie nach Arzneimittelgesetz, die 9 gesunde ménnliche Probanden
einschloss, die Methylphenidat in Kombination mit Alkohol einnahmen, wurde zur
naheren Charakterisierung der pharmakokinetischen Eigenschaften von Methylphenidat,
Ritalinsdure und Ethylphenidat in Serumproben, unter besonderer Beriicksichtigung der
Reihenfolge der Einnahme beider Prifsubstanzen durchgefuhrt. Da Methylphenidat eine
ahnliche chemische Struktur und einen ahnlichen zentralnervosen Angriffspunkt wie
Kokain besitzt (Sonders et al. 1997; Jatlow et al. 1991; Volkow et al. 1995; Schweri et
al. 1985), sollten die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchung von
Methylphenidat mit pharmakokinetischen Studien Uber Kokain, vor allem in
kombinierter Einnahme mit Ethanol, verglichen werden. Denn bei der Kombination des
Konsums von Kokain und Ethanol konnte die Bildung von Kokaethylen, dem Ethylester
von Kokain, festgestellt werden (Perez-Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993,
McCance-Katz et al. 1998; Bourland et al. 1998; Farré et al. 1993), wobei sich
pharmakokinetische und pharmakodynamische Anderungen fiir Kokain und dessen
Metabolite zeigten, veranderte sich die Reihenfolge der Einnahme beider
Prifsubstanzen (Perez-Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993; Farré et al. 1993).

4.1 Inkubation in humanem Leberhomogenat

Methylphenidat und Ethanol wurden in humanem Leberhomogenat bei 37°C unter
leichtem Schiitteln unter verschiedenen Bedingungen inkubiert. Dieser Versuchsaufbau

orientierte sich an den Versuchen von Bailey (1995a; 1994; 1995b), der in-vitro
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Inkubationsversuche von Kokain zusammen mit verschiedenen Alkoholen durchfiihrte,
um die dabei gebildeten Kokainmetabolite zu untersuchen. Auch die Inkubation von
Methylphenidat und Ethanol in Leberhomogenat fuihrte neben der Bildung des reguléren
Abbauprodukts Ritalinsdure, das auch bei alleiniger Inkubation von Methylphenidat
ohne Ethanol entstent, zur Bildung des Ethylesters Ethylphenidat. Die
Bildungsgeschwindigkeit von Ritalinsdure nahm bei Inkubation zusammen mit Ethanol
im Vergleich zur Inkubation ohne Ethanol um 69 % signifikant (p < 0,01) ab, bei
gleichzeitigem Nachweis der Ethylphenidatbildung. Der Metabolismus von
Methylphenidat zu Ritalinsdure wurde also durch Ethanol bzw. durch Bildung von
Ethylphenidat gehemmt. Die Abhangigkeit der Ethylphenidatbildung von Lebergewebe
konnte bei Inkubation von Methylphenidat zusammen mit Ethanol in Puffer (pH-Wert
7,4) bestétigt werden, da dabei keine Bildung von Ethylphenidat nachweisbar war. Dass
es sich um einen enzymatischen Prozess handelte, konnte durch Hemmung der
enzymatischen Prozesse von Esterasen durch Natriumfluorid (Dean et al. 1991) gezeigt
werden. Unter dieser Bedingung wurden die Bildungsgeschwindigkeiten beider
Metabolite, Ritalinsdaure und Ethylphenidat, signifikant (p < 0,01) erniedrigt. Die
Bildungsgeschwindigkeit von Ritalinsaure verringerte sich im Vergleich zur Inkubation
ohne Natriumfluorid um 92 %, die Bildungsgeschwindigkeit von Ethylphenidat sogar
um 96 %. Die gleichzeitige Inkubation von Methylphenidat und Ethanol zusammen mit
einer daquimolaren Konzentration von Kokain zeigte ebenfalls eine signifikante
Hemmung der Bildungsgeschwindigkeiten beider Metabolite, bei gleichzeitigem
Nachweis der Kokainmetabolite  Benzoylecgonin  und  Kokaethylen. Die
Bildungsgeschwindigkeit der Ritalinsdure wurde im Vergleich zur Inkubation ohne
Kokain um 80 % verringert, die fir Ethylphenidat um 84 %. Dies ist offensichtlich auf
die erwartete Hemmung des Methylphenidatmetabolismus durch das konkurrierende
Substrat Kokain zuriickzufuhren. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass
sowohl der Metabolismus von Kokain als auch der Metabolismus von Methylphenidat
uber ein und den selben enzymatischen Prozess katalysiert werden (Sun et al. 2004).
Dies ist fir Kokain die humane Carboxylesterase 1A (Dean et al. 1991; Dean et al.
1995; Boyer, Petersen 1991), die den Metabolismus zu Benzoylecgonin und
Kokaethylen katalysiert, im Gegensatz zur humanen Carboxylesterase 2, die am
Metabolismus zum Ecgoninmethylester von Kokain beteiligt ist (Laizure et al. 2003).
Die hier beobachtete mehr als 50 % Hemmung der Bildungsgeschwindigkeiten von

Ritalinsdure und Ethylphenidat durch gleichzeitige Kokaininkubation, sowie das im
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Vergleich hohere Verhéltnis von Kokain zur Kokaethylenbildung deuten darauf hin,
dass Kokain eine hohere Affinitdt zur humanen Carboxylesterase aufweist als
Methylphenidat.
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Abbildung 4-1: Leberinkubationsversuche zur Charakterisierung der Eigenschaften des
Metabolismus von Methylphenidat in Kombination mit Ethanol. (MPH: Methylphenidat, RA:
Ritalinsdure, EPH: Ethylphenidat, NaF: gesattigte Natriumfluoridlésung, COC: Kokain)

Die Sattigung des am Methylphenidatmetabolismus beteiligten Enzyms durch das
Substrat selbst, sowie durch Ethanol wurde ebenfalls in Inkubationsversuchen
untersucht. Bei Erhéhung der Ethanolkonzentration nahm bei vermehrter
Ethylphenidatbildung gegenldufig die Bildungsgeschwindigkeit der Ritalinsdure ab. Die
Bildung von Ritalinsdure wurde demnach durch Ethanol bzw. durch die Bildung von
Ethylphenidat gehemmt, wobei diese eine Abhédngigkeit zur Ethanoldosis aufwies. Die
Sattigung des Enzyms fur Ethanol zeigte sich erst ab einer Konzentration von 5,3 g/l,
fur Methylphenidat ab einer Konzentration von 0,7 mg/l, was 700 ng/ml entspricht.
Vergleicht man diesen Sattigungsbereich mit dem therapeutische Bereich wvon
Methylphenidat, der fur eine Dosis von 7,5 mg bzw. 12,5 mg, zwischen 0,15 und 0,30
mg/kg Korpergewicht (Wargin et al. 1983; Kimko et al. 1999) liegt (entspricht 3,5 bis
7,8 ng/ml), so kann die Enzymséttigung nur unter besonderen Umsténden, wie der

Anflutungsphase nach Medikamenteneinnahme, erreicht werden. Geht man von einer
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therapeutischen Dosis von 20 mg Methylphenidat mit einer konstanten Resorption
innerhalb 1 h aus, so berechnet sich fur die Anflutungsphase unter Annahme einer
Leberdurchblutung von 1,2 I/Min eine Konzentration von 2 mg pro 3 Min. bzw. 2 mg
pro 3,6 I. Dies ergibt einen ungefahren Wert von 0,5 mg/l in der Anflutungsphase, was
an den gemessenen Séttigungsbereich fir Methylphenidat von 0,7 mg/l durchaus
heranreicht. Die Sattigung ist allerdings nur in der ersten Anflutungsphase im first-pass
Effekt zu erwarten. Ahnliches lasst sich fir Ethanolkonzentration bestimmen.
Konsumiert man 1 | Wein (12 Vol%), so nimmt man 96 g Alkohol auf. Wird dieser
Alkohol etwa tber 30 Minuten konstant aufgenommen, ergibt sich eine Konzentration
von etwa 3,6 g Alkohol pro Minute. Dies wirde bei einer Durchblutung der Leber von
1,2 I/Min etwa 3,6 g Alkohol pro 1,2 I, also 2,9 g/l entsprechen. Man kann davon
ausgehen, dass die Aufnahme des Alkohols im Organismus nicht konstant verlauft und
die Werte in der Anflutung somit initial hoher liegen, als hier berechnet. Es ist also
nicht auszuschliel3en, dass wahrend der Anflutungsphase, nach Aufnahme von Ethanol
bzw. Methylphenidat, Konzentrationen dieser Hohe fiir beide Substanzen vorliegen
kdonnten, um eine Enzymsattigung hervorzurufen, bevor die Elimination beider

Substanzen einsetzt.

4.2 Inkubation in humanem Serum

Zur Bestimmung der Serumstabilitdt von Methylphenidat und dessen Metaboliten
Ethylphenidat und Ritalinsédure, wurden Methylphenidat und Ethanol bei 37°C analog
zu den Leberversuchen in Serum (pH-Wert 8) inkubiert. Die Versuchsbedingungen der
Leberinkubationen, wie Temperatur (37°C) und Durchmischung, sowie die
Konzentrationen der Inkubationslésungen wurden dazu ibernommen (siehe 2.2.2). Da
Kokain Gber Butyrylcholinesterasen im Serum abgebaut wird (Mattes et al. 1996), sollte
Uberprift werden, ob dies auch fir Methylphenidat zutrifft. Es zeigte sich bei
Inkubation von Methylphenidat und Ethanol in Serum eine Abnahme der
Methylphenidatkonzentration bei gleichzeitiger Bildung von Ritalinsdure und
Ethylphenidat. Im Vergleich zur Leberinkubation tber 4 Stunden wurden aber bei der
Inkubation in Serum fur die Bildung der beiden Metabolite Ritalinsdure und
Ethylphenidat nur Geschwindigkeiten von < 0,01 % erreicht. Da der pH-Wert mit pH 8
in einem leicht alkalischen Bereich lag, wird bei der Bildung der Ritalinsdure von einer
alkalischen Hydrolyse ausgegangen, wie sie auch Wargin et al. (1983) bei
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Untersuchung der Stabilitdt von Methylphenidat in Serum bzw. Puffer feststellten. Die
Bildung von Ethylphenidat ist allerdings enzymabhéngig, wie in 3.1.5 demonstriert
werden konnte. Demnach konnte eine Metabolisierung des Methylphenidats zu
Ethylphenidat durch Serumesterasen stattgefunden haben. Deshalb wurde eine weitere
Seruminkubation durchgefuhrt, bei der neben Methylphenidat und Ethanol ebenfalls
Natriumfluorid zur Hemmung einer moglichen Esteraseaktivitat inkubiert wurde. Dabei
konnte die vollstandige Hemmung der Bildung von Ethylphenidat fir n=3 beobachtet
werden. Eine Hemmung der Ritalinséurebildung wurde dagegen nicht festgestellt. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Bildung von Ritalinsdure im Serum mit der bei
Inkubation in Phosphat-Puffer (pH 7,4), wurde in einer weiteren Versuchsbedingung der
pH-Wert des Serums auf 7,4 eingestellt. Es zeigte sich dabei eine deutlich héhere
Bildung (p < 0,05) von Ritalinséure im Bereich von 39% im Vergleich zur Phosphat-
Puffer-Inkubation. Daraus lasst sich schlielen, dass die Bildung der Ritalinséure
ebenfalls enzymatisch katalysiert wird, eine durch Fluorid hemmbare Serumesterase ist
dabei jedoch nicht beteiligt.

Fur die Aufbewahrung der Serumproben aus der hier durchgefiihrten Probandenstudie
ist die geringe Bildung von Ethylphenidat und Ritalinsdure im Serum bei
Korpertemperatur ~ jedoch  vernachlassigbar, da die Serumproben bis zur
Probenbearbeitung bei -20° C aufbewahrt werden. Durch diese Malinahme sollte die
Bildungsrate der beiden Metabolite zumindest stark verringert, wenn nicht sogar

gestoppt werden.

4.3 Probandenstudie nach Arzneimittelgesetz

Die hier durchgefuhrte Probandenstudie wurde als in-vivo Untersuchung der
pharmakokinetischen Eigenschaften der kombinierten Methylphenidateinnahme mit
Ethanol nach GCP-Richtlinie (GCP-Verordnung) geplant und durchgefuhrt. In den von
Markowitz et al. (2000) durchgefuhrten VVorversuchen, wurde die Pharmakokinetik von
Methylphenidat, Ritalinsdure und Ethylphenidat bei Einnahme einer therapeutischen
Methylphenidatdosis (20mg) 30 Minuten vor Ethanolkonsum (BAK bis 0,6 g/kg
Alkohol) untersucht. Dabei zeigte sich, dass es zu einer sehr geringen Bildung von
Ethylphenidat im Bereich zwischen 0,12 bis 0,81 ng/ml kam. AuBerdem wurden die
Prifsubstanzen in der Kombination gut vertragen. Darauf baute die hier durchgefiihrte
Probandenstudie auf. Hierbei sollte jedoch besonders die Reihenfolge der Einnahme der
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Prifsubstanzen Dbericksichtigt werden, da fir Kokain und dessen Ethylester
Kokaethylen eine Abhdangigkeit von der Einnahmereihenfolge der Prifsubstanzen
Kokain und Ethanol sowohl fiir die Pharmakokinetik als auch fur die Pharmakodynamik
beschrieben werden konnte (Perez-Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993; McCance-
Katz et al. 1998; Farré et al. 1993). In diesem Zusammenhang erwartete man als
Auswirkungen auf die Pharmakokinetik von Methylphenidat und dessen Metaboliten
bei kombinierter Aufnahme mit Ethanol bei Einnahme des Alkohols vor der
Methylphenidatdosis durch das friihe Vorliegen des Ethanols einen htheren Umsatz zu
Ethylphenidat als bei umgekehrter Reihenfolge, ebenso wie die Hemmung der
Ritalinsdurebildung bei gleichzeitiger Ethanolaufnahme und einen Anstieg der
Serumkonzentration von Methylphenidat bei kombinierter Einnahme mit Ethanol. Die
Ausgangskonzentrationen fir die Ethanoleinnahme wurden im Vergleich zu Markowitz
et al. (2000) erhoht. Neben einer therapeutischen Methylphenidatdosis von ebenfalls 20
mg, wurde Ethanol in Form von Wein bis zu einer BAK von ca. 0,8 g/kg von den 9
gesunden mannlichen Probanden unter arztlicher Aufsicht eingenommen. Die an drei
verschiedenen Studientagen untersuchten Konditionen beinhalteten die alleinige
Methylphenidateinnahme ohne zusatzliche Ethanolaufnahme (MPH alleine), die
Einnahme von Methylphenidat 30 Minuten vor der Ethanolaufnahme (MPH+Ethanol)
und die Aufnahme von Ethanol 30 Minuten vor der Methylphenidateinnahme
(Ethanol+MPH). Die neu entwickelte analytische Methode fur den Nachweis von
Methylphenidat, Ritalinsédure und Ethylphenidat wurde erfolgreich nach den Richtlinien
der GTFCh validiert (Peters F. T. et al. 2004), die Konzentrations-Zeit-Kurven durch
die validierte Analytik der Serumproben ermittelt. Zur Beschreibung der
pharmakokinetischen Eigenschaften der drei Analyte wurden die pharmakokinetische
Parameter mittels WinNonLin (Version 5.2) und Microsoft Excel (Office Version 2003,
2007) anhand eines Einkompartimentmodells aus den Konzentrations-Zeit-Kurven
berechnet und die drei Konditionen untereinander verglichen. Folgende
pharmakokinetischen Parameter wurden dabei bertcksichtigt: Fur Methylphenidat
wurden das Verteilungsvolumen (V_f) als Parameter fir die fiktive Grolie des Raums,
in dem sich Methylphenidat verteilt, in Abhangigkeit von dessen Bioverfugbarkeit und
die Clearance (CI_f), als Plasmavolumen, das pro Zeiteinheit von Methylphenidat
befreit wird, ebenfalls in Abhéngigkeit von dessen Bioverfugbarkeit, bestimmt. Fur alle
drei Analyte wurden die Latenzzeit (tlag), als Zeitraum zwischen Verabreichung der

Dosis bis zum Auftreten der ersten quantifizierbaren Serumkonzentration, Cmax als
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maximale Konzentration, die wahrend des Messzeitraums nachgewiesen wird, die
dazugehdrige Zeit (tmax) und die Area under the curve (AUC) als Flache unter dem
Zeitverlauf der Serumkonzentrationen bestimmt. Die Area under the curve diente dabei
als MaR fir die Substanzmenge im Organismus. Zusatzlich wurde die ins Unendliche
extrapolierte Area under the Curve (AUCInf) als MaR fir die komplette, Gber den
Messzeitraum hinausgehende Flache unter der Serumkonzentration und die Mean
residence time (MRT) als mittlere Verweildauer der Substanzen im Serum als
reziproker Wert der Eliminationshalbwertszeit berechnet. Auferdem wurden die
Halbwertszeiten der Absorption (KO1) und der Elimination (K10) zum Vergleich der
verschiedenen Bedingungen herangezogen.

4.3.1 Auswertung der Safety-Parameter und BAK

Als Safety-Parameter diente die Uberwachung des von den 9 Studienprobanden
subjektiv wahrgenommenen Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrums, sowie die
wahrend des Messzeitraums der 3 Studienbedingungen gemessenen Vitalparameter
Blutdruck und Puls.

Der Ablauf der Studientage der Probandenstudie gestaltete sich unkompliziert. Nach
Legen der Venenverweilkanilen und Einnahme des standardisierten Fruhstucks, wurde
die  Studienmedikation  ausgeteilt. An  den beiden ethanolabhangigen
Studientagbedingungen wurde der Alkohol in Form von Wein bis zu einer BAK von ca.
0,8 g/kg unter arztlicher Kontrolle eingenommen.

Im Verlauf der einzelnen Studientage klagten 7 der 9 rekrutierten Probanden Uber
Kopfschmerzen, 3 von 9 Probanden (ber Appetitlosigkeit und Schlaflosigkeit. Diese
Nebenwirkungen, auf die in der Fachinformation von Methylphenidat bereits
hingewiesen wurde (UCB 2006), konnten als erwartete Nebenwirkungen sowohl in den
Case Report Forms als auch im Studienabschlussbericht dokumentiert werden. Diese
Nebenwirkungen hielten nicht Gber den jeweiligen Studientag hinaus an, waren noch am
selben Studientag ricklaufig und beeintrachtigten die Probanden nur maRig.
Schwerwiegende Nebenwirkungen traten nicht auf, das Medikament wurde ansonsten
auch in Kombination mit Ethanol gut vertragen.

Die Auswertung der Vitalparameter Blutdruck und Puls zeigte keine gravierenden
Veranderungen nach  Einnahme der  Prifsubstanzen.  Maximalwerte  der

Blutdruckmessung lagen im Mittelwert bei 150/90 mmHg und waren bei wiederholter
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Blutdruckmessung nicht reproduzierbar. Eine geringe hypertensive Wirkung von
Methylphenidat, wie sie in dessen Fachinformation beschrieben wird (UCB 2006),
wurde somit bestatigt.

Die 9 Probanden erreichten maximale Blutalkoholkonzentrationen (BAK) zwischen
0,40 — 0,77 %o (Median 0,64 %o) 1-3 Stunden (Median 2.5 h) nach Trinkbeginn bei der
Bedingung MPH+Ethanol und 0,46 — 1,11 %o (Median 0,63 %o) 0,5 — 1,5 h (Median 1,0
h) nach Trinkbeginn bei Ethanol+MPH. Bei Methylphenidateinnahme, also 30 Minuten
nach Trinkbeginn, bestand bei den Probanden bei dieser Bedingung bereits eine BAK
von 0,33 — 1,00 %o (Median 0,52 %o). Die angestrebte Blutalkoholkonzentration von 0,8
%o wurde also bei beiden Bedingungen im Mittel nicht erreicht.

4.3.2 Vergleich der pharmakokinetischen Parameter

Bei Auswertung der Konzentrations-Zeit-Kurven der Probanden zeigte sich eine grof3e
Heterogenitat der pharmakokinetischen Daten, die sich zum groBten Teil durch
Unterschiede der Blutalkoholkonzentrationen der einzelnen Probanden an den beiden
Studientagen mit Ethanoleinnahme, aber auch durch interindividuelle Unterschiede im
Methylphenidatmetabolismus erklaren lassen. FM 04-07, ST 07-07 und DD 13-07
zeigten dabei besonders Unterschiede in der Blutalkoholkonzentration an den beiden
Studientagen mit Ethanolaufnahme, die sich in einem Bereich zwischen 0,15 und 0,42
%o Unterschied zwischen beiden Konditionen bewegte. Bei FM 04-07 und ST 07-07
konnte zusatzlich eine deutliche Verzdgerung von tmax der Blutalkoholkonzentration,
im Mittel 2 h Unterschied zwischen beiden Bedingungen, festgestellt werden, was im
Vergleich zu den restlichen Probanden eine Verzégerung von tmax um im Mittel 1 h
bedeutete. Bei AM 10-07, DD 13-07, CS 14-07 und SN 18-07 konnte die deutliche
Verzdgerung von tmax der maximalen Methylphenidatkonzentration um im Mittel 2 h
Unterschied, sowie die Verringerung der maximalen Methylphenidatkonzentration bei
alleiniger Methylphenidateinnahme im Vergleich zur kombinierten Einnahme mit
Ethanol unabhédngig von der Reihenfolge festgestellt werden. Die Konzentrations-Zeit-
Kurven fur Methylphenidat waren dabei deutlich abgeflacht und verliefen ohne steilen
Anstieg im Vergleich zu den Bedingungen mit kombinierter Ethanolaufnahme.

Auf Grund der grolRen Heterogenitat der Daten wurde bei deren Vergleich nicht von

einer Normalverteilung ausgegangen. Stattdessen wurden die Ergebnisse der
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pharmakokinetischen Auswertung der Konditionen durch nicht-parametrische Tests wie
dem Mann-Whitney-Test verglichen.

4.3.2.1 Pharmakokinetik von TH 01-07

Nach Vergleich der Konzentrations-Zeit-Kurven aller Probanden stellte TH 01-07
offensichtlich einen Sonderfall im Probandenkollektiv dar. Bei ihm wurde im Vergleich
zu den restlichen 8 Probanden zu allen drei Konditionen eine erhohte
Methylphenidatkonzentration bei erniedrigter Ritalinsdurekonzentration festgestellt.
Maximal wurden Methylphenidatkonzentration zu den drei Konditionen von > 25 pg/I
nachgewiesen, im Vergleich dazu erreichten die restlichen Probanden nur
Konzentrationen < 10 pg/l. Die maximalen Ritalinsdurekonzentrationen lagen unter 90
ug/l, bei Konzentrationen, die bei den restlichen Probanden im Vergleich dazu deutlich
uber 240 pg/l lagen. AuRerdem war die in den unendlichen Bereich extrapolierten Mean
residence time im Vergleich zu den anderen Probanden fur Methylphenidat erhoht. Fir
die Pharmakokinetik von Ethylphenidat fanden sich interessanterweise bei
Ethanolaufnahme vor Methylphenidateinnahme eine mit den Ergebnissen der anderen
Probanden vergleichbare Ethylphenidatkonzentration bei erhéhter Area under the curve
und Mean residence time. Latenzzeit und Halbwertszeit der Elimination waren fur
Ethylphenidat zu dieser Bedingung erhtéht. Bei Einnahme von Methylphenidat vor
Ethanol fand sich im Gegensatz zu den Ergebnissen der restlichen Probanden, die die
maximale Konzentration von Ethylphenidat bei der umgekehrten Reihenfolge
erreichten, eine erh6hte maximale Ethylphenidatkonzentration, die mit einem Wert von
> 3 ug/l bei erhohter Area under the curve und hoher extrapolierten Area under the
curve die hdchste Ethylphenidatkonzentration des Probandenkollektivs wahrend des
gesamten Studienverlaufs widerspiegelte. Die Einnahme einer zusétzlichen Medikation
lag ausschlieRlich bei der ersten Studienbedingung vor, so dass dieser Bias in der
Auswertung aller drei Bedingungen ausgeschlossen werden konnte. Alle diese im
Vergleich zu den pharmakokinetischen Daten der restlichen 8 Probanden
auflergewohnlichen Parameter deuteten darauf hin, dass bei diesem Probanden der
Metabolismus von Methylphenidat durch einen Enzymdefekt verringert war und
dadurch zu einem verzogerten Abbau zu Ritalinsdure flhrte, was die hohen
Methylphenidatkonzentrationen und die verminderten Ritalinsdurekonzentrationen
erklaren wirde. In Anlehnung zum verminderten Metabolismus tber das Cytochrom

2D9 konnte man diesen Probanden als einen ,,poor metabolizer in Bezug auf die



110

Funktion der humanen Carboxylesterase Isoform 1A, die  den
Methylphenidatmetabolismus katalysiert, bezeichnen. Die Tatsache, dass bei
kombinierter Einnahme von Ethanol Ethylphenidat in vergleichbarer bis hoher
Konzentration gebildet wurde, zeigte, dass nur der Metabolismus zu Ritalinséure
verlangsamt ablief, wéhrend die Bildung von Ethylphenidat nicht beeintréchtigt war.
Dies war scheinbar bei Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme besonders
ausgepragt. Auch in der Studie von Patrick et al. (2007) wurde auf einen ,,poor
metabolizer aufmerksam gemacht. Dieser Proband wurde dadurch auffillig, dass
Methylphenidat in besonders hohen Konzentrationen in der [|-Enantiomerform
nachgewiesen wurde, wahrend es bei Alkoholaufnahme zu keiner Ethylphenidatbildung
kam. Demnach kénnte man annehmen, dass der Enzymdefekt dieses Probanden starker
ausgepragt war als bei TH 01-07, bei dem der Metabolismus zu Ritalinsaure und
Ethylphenidat weiterhin bestand. In welcher Enantiomerform das Methylphenidat bei
TH 01-07 vorlag, wurde nicht bestimmt. Fir die therapeutische Bedeutung der erhdhten
Methylphenidatkonzentration ware der Nachweis der Enantiomerform jedoch
ausschlaggebend. Lage bei dieser erhdhte Methylphenidatkonzentration hauptséachlich
die I-Enantiomerform vor, die nachweislich antagonistisch auf den therapeutischen
Effekt von d-Methylphenidat (Quinn et al. 2004) wirkt, musste man den Proband als
einen non-responder in Bezug auf die Therapie des ADHS Klassifizieren, da mit einer
abgeschwachten Wirkung des Methylphenidats zu rechnen wére. Der von Patrick et al.
(2007) beobachtete ,,poor metabolizer wiirde demnach zu dieser Gruppe gehoren, da
bei ihm ein sehr hoher Anteil I-Methylphenidat nachgewiesen wurde. Ware jedoch
hauptsachlich die aktive d-Methylphenidatform nachweisbar, hatte dies die gegenteilige
therapeutische Bedeutung als Folge. Denn bei Vorliegen dieser aktiven
Enantiomerform, musste man zum Erreichen der therapeutischen Dosis von
Methylphenidat die Dosis dieses Probanden in Bezug auf die ADHS-Therapie herunter
regulieren. Die Tatsache, dass bei zwei unterschiedlichen Studien jeweils ein Proband
aus einem frei zusammengestellten Probandenkollektiv gesunder Probanden durch ein
abweichendes Datenprofil in Bezug auf die Methylphenidat-Pharmakokinetik aufféllig
wurde, zeigt, dass die Wahrscheinlichkeit fur Defekte im Methylphenidatmetabolismus
sehr hoch ist. Dies konnte ein Hinweis auf die Ursache der festgestellten Rate an ,non-
responder’ in der Methylphenidat-Therapie sein, die bei Kindern bei etwa 30% liegt
(Swanson, Volkow 2003). Dadurch wird aber auch die Dosierung des Methylphenidats
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in der Therapie des ADHS flr das Erreichen des exakten therapeutischen Bereichs
schwierig.

Zur Vergleichbarkeit der Daten aller Probanden wurden die pharmakokinetischen Daten
von TH 01-07 in der Auswertung der Pharmakokinetik nicht beriicksichtigt und
gesondert aufgefiihrt.

4.3.2.2 Pharmakokinetik von Methylphenidat

Zwischen den drei Konditionen konnten in der hier durchgefiihrten Studie keine
signifikanten Unterschiede der pharmakokinetischen Parameter fir Methylphenidat
festgestellt werden. Die Mittelwerte der maximalen Konzentration lagen fir die
alleinige Methylphenidateinnahme (MPH alleine) bei 9,8 ng/ml, fir Ethanol+MPH bei
8 ng/ml und bei der umgekehrten Reihenfolge bei 7,9 ng/ml. Tmax wurde far MPH
alleine und Ethanol+MPH bei 2 h, fir MPH+Ethanol bei 1,5 h bestimmt. Die
Halbwertszeit der Elimination lag fur MPH alleine bei 3,9 h, bei 2,2 h fir
Ethanol+MPH und bei 2,6 h fur MPH+Ethanol, die Clearance lag zu den drei
Bedingungen bei 508 I/h fir MPH alleine, 535 I/h fur Ethanol+MPH, sowie bei 562 I/h
fir MPH+Ethanol. Dies entspricht den fiir Methylphenidat gemessenen
pharmakokinetischen Werten aus anderen Studien (Wargin et al. 1983; Kimko et al.
1999; Gonzalez et al. 2002; Patrick et al. 1987; Shaywitz et al. 1982; Wolraich, Doffing
2004). Die Pharmakokinetik von Methylphenidat im menschlichen Organismus zeigte
darin bei einer therapeutischen Dosis von 0,15 (7,5 mg Dosis) bis 0,3 mg/kg (12,5 mg
Dosis) Korpergewicht eine maximale Konzentration von Methylphenidat im Bereich
von 3,5 + 0,4 ng/ml bis 7,8 £ 0,8 ng/ml bei Erwachsenen. Tmax lag in einem Bereich
zwischen 2,1 + 0,3 bis 2,2 + 0,4 h, bei einer Halbwertszeit der Elimination von 2,05 bis
2,14 h und einer Clearance von 10,5 + 1,7 I/h/kg (z.B. bei 70 kg Kdrpergewicht bei 735
+ 119 I/h) (Wargin et al. 1983).

Die Wirkstoffkonzentrationen von Methylphenidat &nderten sich unter den drei
Bedingungen nicht. Tmax nahm bei kombinierter Ethanolaufnahme tendenziell ab. Bei
einer langen Halbwertszeit der Elimination fur MPH alleine, zeigte diese bei
kombinierter Ethanolaufnahme ein tendenzielles Absinken, bewegte sich aber immer
noch im Normalbereich, ebenso wie die Clearance. In 6 der 8 Félle lieR sich ein Anstieg
der Methylphenidatkonzentration bei kombinierter Ethanolaufnahme unabhdngig von

der Reihenfolge feststellen, die aber keine Signifikanz zeigte (siehe 3.3.4).
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Markowitz et al. (2000) untersuchten die Pharmakokinetik von Methylphenidat,
Ritalinsaure und Ethylphenidat bei Methylphenidateinnahme vor Ethanolaufnahme.
Dabei zeigte sich fir Methylphenidat eine auffallige Verlangerung der Halbwertszeit
auf 3,6 h. Dies liel sich in der hier durchgefiihrten Probandenstudie nicht bestatigen.
Die Halbwertszeit von Methylphenidat lag mit 2,2 h im Normalbereich. Patrick et al.
(2007) fuhrten ebenfalls eine Studie durch, die den Einfluss der Einnahmereihenfolge
beider Priifsubstanzen Ethanol (0,6 g/kg) und Methylphenidat (12,5 mg Dosis) auf
mannliche und weibliche Probanden untersuchte. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten
eine signifikante Erh6hung der maximalen Serumkonzentration von d-Methylphenidat
(21,5 ng/ml bzw. 21,4 ng/ml vs. 15,3 ng/ml bei Einnahme ohne Ethanol) und die
Erhohung der AUC (105,2 ng h/ml bzw. 102,9 ng h/ml vs. 82,9 ng h/ml) fir
Methylphenidat mit Alkoholaufnahme (Patrick et al. 2007), so wie es auch von der
Pharmakokinetik von Kokain bei kombinierter Einnahme mit Ethanol bekannt ist
(Perez-Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993; McCance-Katz et al. 1998; Farré et al.
1993). L-Methylphenidat wurde dabei ebenfalls nachgewiesen. Bei alleiniger
Methylphenidateinnahme erreicht es etwa 1% der d-Methylphenidatkonzentration, bei
Einnahme in Kombination mit Ethanol konnte eine Steigerung auf etwa 3% gezeigt
werden. Die Erhohung der Methylphenidatkonzentration bei Ethanolaufnahme fiihrten
Patrick et al. (2007) auf eine Hemmung durch Ethanol bzw. auf die
Metabolismusumstellung in Richtung Ethylphenidatbildung zuriick. Dadurch wirde
Methylphenidat langsamer metabolisiert und sei deshalb in einer erhohten
Wirkstoffkonzentration tber den Studientagverlauf nachweisbar. Dies hétte zur Folge,
dass sich die Wirkung von Methylphenidat im zentralen Nervensystem verstarkt, da die
aktive para-Hydroxyform vermehrt gebildet werden kdnnte (Wargin et al. 1983). was
aulerdem eine Erklarung fur die erhdhte Substanzmissbrauch-Gefahr bei
Methylphenidateinnahme (Volkow, Insel 2003) ist. Diese Beobachtung bestatigte sich
in der hier durchgefuhrten Probandenstudie fur Methylphenidat nicht.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen aus Kklinischen Studien, die die
pharmakokinetischen Eigenschaften von Kokain in kombinierter Aufnahme mit Ethanol
untersuchten, so findet man Ahnlichkeiten. Vor allem die Erhéhung der
Wirkstoffkonzentration von Kokain als auch tendenziell von Methylphenidat bei
zusatzlicher Ethanolaufnahme im Vergleich zur alleinigen Methylphenidat- bzw.
Kokainaufnahme unabhéangig von der Einnahmereihenfolge der Prufsubstanzen, ist bei
beiden Substanzen ahnlich (Perez-Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993; McCance-
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Katz et al. 1998; Farré et al. 1993). Diese war fir Kokain signifikant nachweisbar
(Perez-Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993; McCance-Katz et al. 1998; Farré et al.
1993). Es zeigte sich eine Erh6hung von 225 + 80,7 ng/ml (AUC 38.353,8 + 16.190
h*ng/ml) bei alleiniger Kokainaufnahme auf 343,8 + 935 ng/ml (AUC 54.037 +
19.152,8 h*ng/ml) bei Aufnahme von Kokain in Kombination mit Ethanol (Farre et al.
1993). Fur Kokain zeigte sich auBerdem eine signifikante Reduktion der Clearance
(1,424 vs. 2196 ng/ml/min) und des Verteilungsvolumens (153 + 45,2 vs. 238 + 81,9 1)
(Farré et al. 1993). im Vergleich der alleinigen Kokaineinnahme zur Kokaineinnahme

zusammen mit Ethanol, was sich fur Methylphenidat nicht feststellen lieR3.

4.3.2.3 Pharmakokinetik von Ritalinsaure

Die maximale Konzentration (Cmax) des Analyten Ritalinsdure zu den untersuchten
Bedingungen lag im Mittel im Bereich zwischen 243,2 ng/ml fir die Kondition
Ethanol+MPH bis 308,8 ng/ml fir MPH alleine, tmax lag im Bereich zwischen 1,8 h bei
MPH+Ethanol und 2,6 h bei der umgekehrten Reihenfolge. Bei alleiniger
Methylphenidateinnahme fand sich ein mittleres tmax von 2,1 h. Die Halbwertszeit der
Elimination lieR sich bei dieser Kondition bei im Mittel 2,6 h, bei Ethanol+MPH bei 2,5
h und bei der umgekehrten Reihenfolge bei 3,2 h feststellen. Die pharmakokinetischen
Angaben anderer Studien (Wargin et al. 1983; Kimko et al. 1999; Gonzalez et al. 2002;
Patrick et al. 1987; Shaywitz et al. 1982; Wolraich, Doffing 2004) zeigen im
therapeutischen Dosisbereich von Methylphenidat bei 7,5 bis 12,5 mg fir Ritalinséure
eine maximale Konzentration zwischen 182,6 + 24,9 ng/ml (Dosis 0,15 mg/kg
Korpergewicht) und 322,5 + 32,9 ng/ml (Dosis 0,3 mg/kg Kdrpergewicht), sowie ein
tmax im Bereich von 2,2 + 0,3 h und eine Halbwertszeit der Elimination im Bereich von
2,79 bis 4,03 h, was sich mit den Ergebnissen der hier durchgefuihrten Probandenstudie
fur die untersuchten Konditionen deckt.

Bei Vergleich von MPH allein mit Ethanol+MPH zeigten sich fir Ritalinséure
Unterschiede in der maximalen Konzentration. Diese nahm mit p < 0,05 signifikant ab,
was sich wahrscheinlich auf die Konkurrenz um den Metabolismus zu Ritalinséure und
Ethylphenidat bei kombinierter Ethanolaufnahme zuriickfiihren lasst. Die Hydrolyse
von Methylphenidat zu Ritalinsdure wiirde demnach durch das Vorhandensein von
Ethanol bzw. durch die Umstellung des Metabolismus auf die zusétzliche Veresterung

zu Ethylphenidat gehemmt und somit verringert. Die Halbwertszeit der Bildung von
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Ritalinsdure nahm ebenfalls mit p = 0,065 von MPH alleine zu Ethanol+MPH
annéhernd signifikant zu. Also verzogerte sich die Bildung bei Ethanol+MPH, was die
These des hemmenden Effekts von Ethanol auf den Metabolismus von Ritalinséure
untersttzt. Dieser konnte auBerdem bereits in den in-vitro Inkubationsversuchen mit
humanem Leberhomogenat demonstriert werden. Dort zeigte sich bei Inkubation von
Methylphenidat zusammen mit Ethanol im Vergleich zu der alleinigen Inkubation von
Methylphenidat ebenfalls eine signifikante Verminderung der Bildungsgeschwindigkeit
von Ritalinséure bei Nachweis der Bildung von Ethylphenidat. (siehe 3.1.7)

Auch bei Vergleich der beiden Studienbedingungen mit Ethanolaufnahme zeigte sich in
den pharmakokinetischen Daten der Probanden fur Ethanol+MPH eine mit p < 0,05
signifikant Verlangerung von tmax (2,6 h vs. 1,8 h), was sich wiederum durch den
hemmenden Effekt von Ethanol auf die Ritalinsaurebildung erklaren lasst, da bei dieser
Bedingung bereits bei Einnahme der Methylphenidatdosis eine ausreichend hohe
Blutalkoholkonzentration von im Mittel 0,66 %o vorlag, um den Metabolismus Uber die
humane Carboxylesterase 1A in Richtung Ethylphenidat umzustellen, wodurch die
Bildung von Ritalinsdure verzdgert wurde. Diese Hypothese wird auflerdem durch die
Daten der Halbwertszeit der Ritalinsaurebildung bekréftigt. Diese nahm von
MPH-+Ethanol zu der umgekehrten Reihenfolge signifikant zu (p < 0,01).

Vergleicht man die pharmakokinetischen Daten von Ritalinsaure mit den Daten aus
klinischen Studien mit Kokain, zeigt sich in Bezug auf Benzoylecgonin, dem zur
Ritalinsdure korrespondierenden Metaboliten von Kokain, ebenfalls eine Verringerung
der Plasmakonzentration bei kombinierter Einnahme mit Ethanol im Vergleich zur
alleinigen Kokaineinnahme (Farré et al. 1993). Dies zeigte sich entsprechend in AUC
und Cmax. Die maximale Konzentration sank von einem Wert von 778 + 388 ng/ml bei
alleiniger Kokainaufnahme auf 537 + 154 ng/ml bei kombinierter Einnahme mit
Ethanol, wéhrend sich die AUC von 239.685 + 97.405 h*ug/l bei alleiniger
Kokainaufnahme auf 165.293 + 52.922 h*ug/l verringerte. Es wurden Kkeine
Unterschiede in der Halbwertszeit der Elimination und in tmax festgestellt. Demnach
lasst sich also in Bezug auf die pharmakokinetischen Eigenschaften der Ritalinséure bei
kombinierter Einnahme von Methylphenidat und Ethanol eine Analogie zur

kombinierten Einnahme von Kokain und Ethanol demonstrieren.
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4.3.2.4 Pharmakokinetik von Ethylphenidat

Ethylphenidat wurde ausschlieBlich bei Einnahme von Methylphenidat in Kombination
mit Ethanol nachgewiesen. Fir Ethylphenidat zeigten sich maximale Konzentrationen
von im Mittel 1,44 ng/ml fir Ethanol+MPH und 0,68 ng/ml fir MPH+Ethanol. Tmax
lag bei 1,2 h fur Ethanol+MPH und bei 1,5 h bei der umgekehrten Reihenfolge, die
Halbwertszeit der Elimination bei 1,5 h fur Ethanol+MPH und bei 1,3 h fir
MPH+Ethanol. Im Vergleich dazu konnten in der Studie von Markowitz et al. (2000)
fur die Kondition MPH+Ethanol maximale Ethylphenidatkonzentrationen im Mittel von
0,43 ng/ml bei einem tmax von 1,8 h und einer Eliminationshalbwertszeit von 1,5 h
nachgewiesen werden. Dies entsprach fur diese Kondition den in der hier
durchgefuhrten Probandenstudie gemachten Beobachtungen. Die leicht erhdhten
Ethylphenidatkonzentrationen der hier durchgefiihrten Probandenstudie im Vergleich zu
Markowitz et al. (2000) (0,43 ng/ml bei Markowitz vs. 0,68 ng/ml in der
Probandenstudie) lassen sich durch die in der Probandenstudie erzielten hoheren BAK-
Werte von im Mittel 0,66 %o, bei angepeilten 0,8 %o erklaren, wahrend von Markowitz
et al. nur eine BAK von im Mittel 0,4 g/l erreicht wurde. Dies bekraftigt die These, dass
Ethylphenidat  ethanoldosisabhangig  gebildet wird, was bereits in den
Inkubationsversuchen mit humanem Leberhomogenat beobachtet werden konnte.
Patrick et al. (2007) zeigten fur die Bedingung MPH+Ethanol I-
Ethylphenidatkonzentrationen fiir Manner mit einer maximalen Konzentration von im
Mittel 1,01 ng/ml, fir Frauen von 0,77 ng/ml. Fur die Bedingung Ethanol+MPH
konnten Cmax-Werte im Bereich von 0,89 ng/ml fir Manner und fur Frauen im Bereich
von 0,55 ng/ml nachgewiesen werden. Die Konzentrationen fir d-Ethylphenidat
erreichten nur selten 10% der I-Ethylphenidatkonzentrationen, wiesen dabei aber ein
verlangertes tmax von 2-3 h auf. Tmax fur |-Ethylphenidat lag dagegen in einem
Bereich von 1-2 h, so wie es in der hier durchgefiihrten Probandenstudie ebenfalls
beobachtet wurde.

Die Ergebnisse der gemessenen maximalen Ethylphenidatkonzentrationen der
Konditionen mit Ethanolaufnahme von Patrick et al. (2007) stehen im Widerspruch zu
den Ergebnissen der hier durchgefuhrten Probandenstudie. Patrick et al. stellten bei der
Bedingung MPH+Ethanol eine hohere Cmax fir Ethylphenidat im Vergleich zur
umgekehrten Reihenfolge fest, in der hier durchgefiihrten Studie zeigte sich eine
signifikante Erhéhung der Cmax bei der Bedingung Ethanol+MPH. Diese Beobachtung

lieRe sich zudem nachvollziehbar durch das frihe Vorliegen des Ethanol vor
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Methylphenidateinnahme und der damit verbundenen friilhen Metabolismusumstellung
zur Ethylphenidatbildung erklaren. Auch die Area under the Curve (2,7 h*ug/l vs. 1,3
h*ug/l) war bei Ethanol+MPH in der hier durchgefiihrten Probandenstudie signifikant
erhoht, was ebenfalls fiir die AUCInf mit p < 0,05 galt.

In klinischen Studien mit Kokain zeigte sich analog zur Bildung von Ethylphenidat
ausschliel3lich bei kombinierter Einnahme von Ethanol und Methylphenidat, einzig bei
kombiniertem Konsum von Ethanol und Kokain die Bildung von Kokaethylen (Perez-
Reyes 1994; McCance-Katz et al. 1993; McCance-Katz et al. 1998; Farré et al. 1993).
Die Halbwertszeit von Kokaethylen war dabei im Vergleich zu Kokain, dessen
Plasmahalbwertszeit 1,3 h betragt, mit 1,65 h leicht verlangert. Dies lie sich flr
Methylphenidat/Ethylphenidat nicht feststellen. Die Halbwertszeit der Elimination von
Ethylphenidat, die fir beide ethanolabhdngigen Konditionen bei 1,5 h lag, war kirzer
als die von Methylphenidat bei Vergleich der drei Konditionen (3,9 h bzw. 2,2 h bzw.
2,6 h). Fur Kokain gab es aullerdem eine signifikante Korrelation zwischen der AUC
von Kokaethylen und der von Kokain und Benzoylecgonin. Eine Korrelation konnte
aullerdem zwischen der Halbwertszeit der Elimination von Kokain und Kokaethylen
gefunden werden (Farré et al. 1993). Fiur die Halbwertszeiten der Elimination von
Methylphenidat und Ethylphenidat konnte nur bei der Bedingung MPH+Ethanol ein
signifikanter ~ Unterschied (p < 0,01) nachgewiesen  werden.  Die
Eliminationshalbwertszeit von Methylphenidat war bei dieser Bedingung im Vergleich

zu der von Ethylphenidat signifikant verlangert.

4.3.3 Pharmadynamik von Ethylphenidat

In den Probandenstudien, die von Patrick et al. (2007) und Markowitz et al. (2000)
durchgefuhrt wurden, konnte gezeigt werden, dass bei kombinierter Einnahme von
Methylphenidat mit Ethanol Ethylphenidat gebildet wird. Dabei wurde hauptséchlich
enantioselektiv die I-Form nachgewiesen, wéhrend die d-Form nur etwa 10 % der I-
Ethylphenidatkonzentration erreichte (Patrick et al. 2007). In anderen Studien wurde
auBerdem gezeigt, dass vor allem die d-Formen von sowohl Methylphenidat als auch
Ethylphenidat pharmakologisch aktiv sind (Patrick et al. 2005b). Durch in-vitro
Versuche wurde beobachtet, dass d-Ethylphenidat eine hohere Affinitat zum Dopamin-
und Noradrenalin-Transporter besitzt als Kokain. Die Bindungsselektivitat fir den

Dopamin-Transporter ist fiir d-Ethylphenidat auBerdem etwa 10fach hoher als fur den
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Noradrenalin-Transporter. Fur die Bindung am Serotonin-Transporter zeigte sich fur d-
Ethylphenidat jedoch eine geringere Bindungsaffinitat als fiur Kokain (Patrick et al.
2005b). In-vivo konnte dabei fur d- und d,l-Ethylphenidat eine dosisabhéngige
Erhohung der lokomotorischen Wirkung beobachtet werden. Fur das I-lIsomer zeigten
sich dagegen keine dieser Effekte. Die Motoraktivitat Uber die 90-mindtige Testdauer
wurde bei gleicher Dosierung von 5 mg/kg Korpergewicht von d-Ethylphenidat weniger
stark beeinflusst als die von d-Methylphenidat. Durch Ethylphenidat wurde nur eine
etwa 25% Wirkung im Vergleich zu Methylphenidat erreicht. Bei einer Dosierung von
10 mg/kg Korpergewicht waren die Wirkungen auf die Motoraktivitdt beider
Substanzen vergleichbar, was moglicherweise auf einen Ceilling-Effekt in Bezug auf
Methylphenidat hindeutete (Williard et al. 2007). Es lielen sich trotz kirzerer
Eliminationshalbwertszeit auflerdem verlangert Ethylphenidatkonzentrationen im
Gehirn nachweisen. Dies l&sst sich wahrscheinlich durch den aktiven Transport von
Methylphenidat Uber das Efflux-Transporter P-Glycoprotein aus dem zentralen
Stimulationsgebiet erklaren (Zhu et al. 2006).

In den Probandenstudien Uber die kombinierte Einnahme von Methylphenidat und
Ethanol, die durch Markowitz et al. (2000) und Patrick et al. (2007) durchgefthrt
wurden, konnte von den Probanden keine signifikanten pharmakodynamische
Wirkungen der Interaktion beider Prifsubstanzen und der Bildung von Ethylphenidat
festgestellt werden. Die subjektive pharmakodynamische Wirkung wurde dabei Gber
eine visuelle analoge Skala, die neun Fragen beinhaltete, ermittelt. Vor allem die
weiblichen Probanden beschrieben eine Verstarkung der Medikamentenwirkung bei
kombinierter Einnahme der Prufsubstanzen.

In der hier durchgefuihrten Probandenstudie, in der die Pharmakodynamik objektiv nicht
ermittelt wurde, wurden bei nachgewiesenen nur unwesentlich hdheren Konzentrationen
von Ethylphenidat von den Probanden subjektiv vor allem Nebenwirkungen in Bezug
auf Methylphenidat festgestellt. Dazu gehorten hauptséchlich Kopfschmerzen und
Appetitlosigkeit, sowie Schlaflosigkeit. Es wurden keine Unterschiede in der Intensitat
der Wirkung im Vergleich der drei Konditionen beobachtet. Die Wirkung von
Methylphenidat veranderte sich also bei den Konditionen mit Ethanoleinnahme im
Vergleich zur alleinigen Methylphenidat Einnahme offensichtlich subjektiv nicht.
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4.4 Analogie zu Kokain

Methylphenidat weist in seiner chemischen Struktur Ahnlichkeiten zu Kokain auf. Das
Molekil besteht ebenfalls aus einem Amin, einem Phenylring und einem Methylester
(Froimowitz et al. 1995). Auch der Angriffspunkt beider Substanzen im zentralen
Nervensystem am Dopamin- bzw. Noradrenalin-Transporter ist vergleichbar (Sonders et
al. 1997; Jatlow et al. 1991; Volkow et al. 1995; Schweri et al. 1985), wobei Kokain
auBerdem eine hemmende Wirkung auf den Serotonin-Transporter besitzt, die fur
Methylphenidat nur geringfiigig ausgepragt ist (Volkow et al. 2000). Seit langem wird
diskutiert, ob Methylphenidat durch seine chemische und pharmakodynamische
Anhnlichkeit zu Kokain, die Therapie der Kokain-Abhangigkeit positiv beeinflussen
kann (Castaneda et al. 1999; Khantzian et al. 1984; Sofuoglu, Kosten 2005). Bisher
zeigte sich in den durchgefiihrten Studien allerdings kein positiver Effekt auf die
Entzugssymptomatik der Kokainabhangigen.

Sowohl der Metabolismus von Methylphenidat zu Ritalinséure bzw. bei Ethanolkonsum
zu Ethylphenidat als auch der Metabolismus von Kokain zu Benzoylecgonin und
Kokaethylen wird tber die humane Carboxylesterase 1 katalysiert (Bourland et al. 1997;
Sun et al. 2004; Dean et al. 1991; Laizure et al. 2003). Die maximale
Plasmakonzentration von Kokain und dessen Area under the Curve steigen bei
kombinierter Einnahme mit Ethanol signifikant an (Farré et al. 1993). Es zeigte sich
dabei auBerdem eine signifikante Verringerung der Clearance und des
Verteilungsvolumens im Vergleich zur alleinigen Kokaineinnahme. Die Bildung des
reguldren Metaboliten Benzoylecgonin ist dabei verzogert und verringert. Fir
Methylphenidat und dessen Metabolite konnten dhnliche pharmakokinetische Verlaufe
bei kombinierter Einnahme mit Ethanol unter anderem in der hier durchgefiihrten
Studien gezeigt werden. Analog zu Kokain wurde Methylphenidat bei kombinierter
Aufnahme mit Ethanol in hdheren Konzentrationen nachgewiesen als bei alleiniger
Methylphenidateinnahme. Diese Beobachtung war in der hier durchgefiihrten
Probandenstudie weniger ausgepragt als bei den Studien von Patrick et al. (2007), wo es
zu einer signifikanten Anderung der maximalen Konzentration und der Area under the
Curve von Methylphenidate kam. Ethanol hatte ebenfalls einen hemmenden Effekt auf
die Hydrolyse von Methylphenidat zu seinem priméren Metaboliten Ritalinsaure. Die
Bildung von Ritalinsédure war besonders bei Ethanol+MPH verzdgert und vermindert.

Fir die Bildung von Ethylphenidat im Vergleich zu Kokaethylen konnten jedoch in
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Bezug auf die pharmakokinetischen Eigenschaften einige Unterschiede nachgewiesen
werden. Kokaethylen als Ethylester von Kokain wird nach kombinierter Einnahme von
Kokain und Ethanol Uber die humane Carboxylesterase 1 gebildet (Brzezinski et al.
1994). Dabei wird Kokain dosisabhéngig fast 1:1 zu Kokaethylen umgesetzt (McCance-
Katz et al. 1993; McCance-Katz et al. 1998). Kokaethylen ist eine pharmakologisch
aktive Substanz, deren Effekte auf das zentrale Nervensystem denen von Kokain
entsprechen, aber sich in gleicher Dosis eine geringere Wirkung zeigt (Jatlow et al.
1996; Perez-Reyes 1994). Es weist jedoch eine leicht verldngerte Halbwertszeit der
Elimination (im Mittel 1,65 h vs. 1,3 h) zu Kokain auf. Kokaethylen beeinflusst ebenso
wie Kokain Herzfrequenz und Blutdruck und erhéht damit zusammen mit der durch den
hemmenden Effekt von Ethanol auf die Hydrolyse von Kokain erhéhten Kokain-
Plasmakonzentration die Sterblichkeitsrate nach Drogenkonsum (Katz et al. 1992;
Jatlow et al. 1991; Bailey 1993). Auch die subjektiven Effekte, wie zum Beispiel
Euphorie, sind bei kombinierter Einnahme von Kokain und Ethanol unter Bildung von
Kokaethylen wesentlich starker ausgepragt als bei alleinigem Kokainkonsum, wobei die
negativen psychischen Wirkungen von Kokain, wie Paranoia, abgeschwacht werden
(McCance-Katz et al. 1998). Fir Ethylphenidat, das in der hier durchgefiihrten
Probandenstudie im Gegensatz zu Kokaethylen nur in Spuren (maximale mittlere
Konzentration 1,01 ng/ml) nachgewiesen wurde, zeigte sich im Vergleich zu
Methylphenidat eine Verkirzung der Eliminationshalbwertszeit
(Methylphenidateinnahme ohne Alkohol fir Methylphenidat 3,9 h, in Kombination mit
Alkohol 2,2/2,6 h fiir Methylphenidat, fir Ethylphenidat 1,5 h). Eine Zunahme der
Wirkung von Methylphenidat bei kombinierter Einnahme von Methylphenidat mit
Ethanol unter Bildung von Ethylphenidat zeigte sich subjektiv nicht. In der von Patrick
et al. (2007) durchgefiihrten Probandenstudie bemerkten vor allem die Teilnehmerinnen
eine Verstarkung der subjektiven Effekte von Methylphenidat. Diese lielen sich
allerdings nicht generell von der Alkoholwirkung abgrenzen.

Die mittleren maximalen Konzentrationen (Cmax) von Methylphenidat lagen zu den
drei Konditionen bei 9,84 ng/ml bzw. 7,98 ng/ml bzw. 7,88 ng/ml. Im Vergleich dazu
wurde Kokain in klinischen Studien in Plasmakonzentrationen von im Mittel 255 ng/ml
bei alleiniger Kokainaufnahme und 343 ng/ml bei kombinierter Aufnahme mit Ethanol
nachgewiesen. Dieser Unterschied l&sst sich unter anderem auf die geringe
Bioverfligbarkeit von Methylphenidat, die nur bei etwa 30 % liegt (Kimko et al. 1999)
sowie auf die im Vergleich zu Kokain stark erhdhte Clearance (Kokain 0,037 I/h vs.
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Methylphenidat 508 I/h (nur Methylphenidat) bzw. 562 und 535 I/h (mit Ethanol)) und
das im Vergleich zu Kokain (ohne Ethanol 238 +/- 82 |, mit Ethanol 153 +/- 45 | Farré
et al. 1993) stark erhohte Verteilungsvolumen von Methylphenidat (ohne Ethanol bei
1677 1, mit Ethanol bei 1842 | bzw. 1567 1) zurlckfuhren. Dadurch ist die
Plasmakonzentration von Methylphenidat im Vergleich zu Kokain deutlich verringert
(Farré et al. 1993).

4.5 Authentische Féalle in der Toxikologie

Innerhalb der letzten 2 Jahre, in denen diese Arbeit entstand, nahm im Institut fir
Forensische Toxikologie der Goethe-Universitadt in Frankfurt am Main deutlich die
Haufigkeit der Falle zu, in denen der Nachweis von Methylphenidat angefordert wurde.
Wurde in den Jahren 2004 bis 2006 kein einziger Methylphenidatnachweis beauftragt,
so konnten in den Jahren 2007 und 2008 bisher (Stand Juli 2008) bereits 15
Methylphenidatfalle dokumentiert werden. Davon wurde bei 5 Fallen der kombinierte
Konsum von Ethanol angegeben. Vor allem ging es dabei um eine nach Alkoholkonsum
nachgewiesene Fahruntichtigkeit, wobei die Methylphenidatmedikation zusatzlich zum
Alkohol eingenommen wurde. In einem der Félle liel sich dabei neben Methylphenidat
und Ritalinsaure Ethylphenidat nachweisen. Ein anderer Fall, indem die betroffene
Person, die sich in Therapie bei THC- und Amphetamin-Abhédngigkeit befindet,
innerhalb einer Woche zum wiederholten Mal missbréuchlich zu hohe Dosen
Methylphenidat neben unter anderem Amphetamin konsumierte, demonstriert
beispielhaft die Relevanz der erhéhten Substanz- und Drogenmissbrauchsgefahr bei
ADHS-Erkrankten unter Methylphenidatdauertherapie (Schubiner et al. 2000). Obwohl
in der Fachinformation von Methylphenidat darauf hingewiesen wird, dass die
kombinierte Einnahme mit Alkohol kontraindiziert ist, wird nicht ausreichend auf die
Auswirkungen der kombinierten Einnahme von Methylphenidat und Alkohol
aufmerksam gemacht (UCB 2006). Vor allem Jugendlichen und Erwachsenen, die auf
Grund ihrer Erkrankung Methylphenidat als Dauermedikation einnehmen, sollten
dariiber aufgeklart werden, dass bei kombiniertem Konsum mit Ethanol Ethylphenidat
entsteht. SchlieBlich weist Ethylphenidat im Vergleich zu Kokain eine starkere
Bindungsaffinitdt zum Dopamin- und Noradrenalin-Transporter auf. Aber auch auf die
hemmenden Einflisse von Ethanol auf den regularen Methylphenidatmetabolismus

sollte deutlich hingewiesen werden. Es finden sich bei kombinierter Aufnahme von
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Methylphenidat und Ethanol tendenzielle erhéhte Methylphenidatkonzentrationen im
Serum, die zu einer verstarkten Methylphenidatwirkung fiihren konnen. Eine weitere
Gefahr bei kombinierter Einnahme von Methylphenidat und gleichzeitiger
Ethanolaufnahme besteht auBerdem in der mdglichen Unterschatzung der
Alkoholisierung bei Abschwéchung der berauschenden Wirkung des Alkohols durch die
verstarkte amphetamindhnliche Wirkung des Methylphenidats, wie sie bereits bei
Amphetaminkonsum und kombinierter Alkoholaufnahme beobachtet wurde (Perez-
Reyes et al. 1992). Da bekannt ist, dass die Erkrankung ADHS, aber auch die Therapie
mit Methylphenidat, mit einer erhohten Gefahr der Drogenabhéngigkeit und des
Substanzmissbrauchs verbunden ist (Biederman et al. 1995; Schubiner et al. 2000),
sollte der pharmakodynamischen Wirkung der kombinierten Einnahme von
Methylphenidat und Ethanol und dem dabei gebildeten Ethylphenidat, besonders in
seiner aktiven d-Form, weiter nachgegangen werden. Maoglicherweise lasst sich
Ethylphenidat in synthetischer Form aber auch therapeutisch nutzen, so dass es als
pharmakologisch aktive Substanz die Therapie des ADHS positiv beeinflussen kann.
Ein weiterer Aspekt, der einer weiteren Abklarung bedarf, ist die Pharmakogenetik in
Bezug auf den Methylphenidatmetabolismus. Es ist Uberraschend, dass in zwei
unabhangigen Studien, der hier durchgefiihrten Probandenstudie und der von Patrick et
al. (2007) durchgefuhrte Studie, jeweils einer der zufallig rekrutierten gesunden
Probanden einen auflergewohnlichen Methylphenidatmetabolismus aufweist. Die
Ursache dieses hohen Anteils an ,,poor metabolizer bzw. das in 30 % der Féllen nicht
Ansprechen auf die Methylphenidattherapie (Greenhill et al. 2002; Swanson, Volkow
2003), sollte in Bezug auf die Funktion der humanen Carboxylesterase 1A, auch im
Hinblick auf die Beeinflussung des Metabolismus anderer Substrate dieses Enzyms,
zum Beispiel anderer Medikamente wie Lidocain, Heroin oder Pethidin (Redinbo et al.

2003; Bourland et al. 1997), durch anschlieRende Studien weiter untersucht werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Methylphenidat ist ein Dopaminreuptakehemmer, der in seiner chemischen Struktur
dem Amphetamin &hnlich ist. Klinisch wird es in der Behandlung des juvenilen
Aufmerksamkeitsdefizit-Syndroms (ADHS) eingesetzt. Aber auch eine steigende
Anzahl Erwachsener, die am ADHS leiden, profitiert von dessen therapeutischen
Wirkungen. Bei gleichzeitiger Einnahme von Methylphenidat und Ethanol wird aus
beiden der aktive Metabolit Ethylphenidat gebildet.

Zur Charakterisierung der pharmakokinetischen Eigenschaften von Methylphenidat bei
gleichzeitiger Ethanolaufnahme, wurden Untersuchungen zum in-vitro Metabolismus in
humanem Leberhomogenat und ein von der Ethikkommission und der Bundesbehorde
genehmigter Probandenversuch nach AMG durchgefiihrt. Dabei wurden drei
verschiedene Konditionen mit variierter Einnahmereihenfolge der Prifsubstanzen bei 9
gesunden mannlichen Probanden untersucht, die die alleinige Aufnahme von
Methylphenidat (20 mg), die Aufnahme von Methylphenidat (20 mg) 30 Minuten nach
Ethanolaufnahme (Wein bis zu einer BAK von ca. 0,8 %o) und die Einnahme von
Methylphenidat (20 mg) 30 Minuten vor Ethanolaufnahme (Wein bis zu einer BAK von
ca. 0,8 %o) beinhalteten. Blutproben wurden iiber einen Messzeitraum bis zu 7 h
entnommen und durch eine neu entwickelte validierte Methode mit
Hochleistungsflussigkeitschromatographie-Flugzeitmassenspektrometrie (LC-TOF)
analysiert.

Die in-vitro Versuche zeigten, dass nur in Gegenwart von Leberenzymen Ethylphenidat
gebildet wurde, bei alleiniger Inkubation von Methylphenidat und Ethanol in Puffer
konnte die Bildung von Ethylphenidat nicht nachgewiesen werden. In-vitro zeigten die
Leberenzyme aullerdem fir die Ethylphenidatbildung eine Sattigung durch hohe
Konzentration von Methylphenidat (Sattigung ab 0,7 mg/l) und Ethanol (Sattigung ab
5,3 g/L), die durchaus in der Anflutungsphase nach Medikamentenaufnahme in der
Leber vorliegen konnen. Der Metabolismus zu Ritalinsdaure wurde durch Ethanol
deutlich gehemmt. Die enzymatische Reaktion war auBerdem signifikant (p < 0,01)
durch Natriumfluorid hemmbar. Bei zusétzlicher Inkubation mit Kokain (d4quimolar zu
Methylphenidat), konnte ebenfalls eine signifikant Verringerung der Bildung (p < 0,01)
von Ethylphenidat und Ritalinsdure gezeigt werden. Dies gab einen Hinweis auf das am

Metabolismus beteiligte Enzym, die humane Carboxylesterase 1A, die den
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Metabolismus von Kokain katalysiert. AuBerdem konnte eine geringfiigige Bildung von
Ethylphenidat bei Inkubation von Methylphenidat und Ethanol in Serum gezeigt
werden, die Uber eine durch Fluorid hemmbare Esterase katalysiert wurde.

Im Probandenversuch fand sich in Kombination mit Ethanol ebenfalls die Bildung von
Ethylphenidat. Die Konzentrationen lagen im Bereich von 0,3-3,2 pg/l. Methylphenidat
wurde im Bereich von 4,6-28,6 pg/l und Ritalinséure in einem Bereich von 187-442
pg/l nachgewiesen, was sich mit Ergebnissen anderer Studien deckt. Aus den
quantitativen  Daten  wurden die  pharmakokinetischen = Parameter  nach
Einkompartimentmodell ermittelt. Fir Methylphenidat wurden dabei anders als bei
Kokain, bei dem sich nach Ethanolaufnahme die Wirkstoffkonzentrationen signifikant
erhdhen, keine signifikanten Unterschiede bei Vergleich der 3 untersuchten Konditionen
festgestellt, obwohl sich tendenziell héhere Wirkstoffkonzentrationen bei Einnahme
zusammen mit Ethanol zeigten. Die Ethanolgabe vor anstatt nach
Methylphenidateinnahme verzogerte die Ritalinsdurebildung (tmax 2,6 vs. 1,8 h) und im
Vergleich zu der Einnahme von Methylphenidat ohne Ethanol lagen die maximalen
Werte (Cmax) signifikant niedriger. Bezliglich Ethylphenidat konnte eine Erhéhung (p
< 0,05) der Cmax und der Area under the curve gefunden werden, wenn Alkohol vor
Methylphenidat eingenommen wurde. Im Vergleich zu Kokain, das fast 1:1 zu
Kokaethylen umgesetzt wird, konnte Ethylphenidat aber nur in Spuren nachgewiesen
werden. Ein Proband zeigte neben hohen Methylphenidatkonzentrationen (> 25 ng/ml)
niedrige Ritalinsaurekonzentrationen (< 90 ng/ml) bei normaler Ethylphenidatbildung,
was auf eine Hemmung des Methylphenidatmetabolismus beziglich der Hydrolyse zu
Ritalinsdure hindeutete. Dieser Proband wurde als ,,poor metabolizer® klassifiziert.

Von Kokaethylen ist bekannt, dass es bei verldngerter Halbwertszeit eine dhnlich
ausgepragte Wirkung wie Kokain besitzt. Die Eliminationshalbwertszeit von
Ethylphenidat war dagegen deutlich kiirzer als die von Methylphenidat (1,5 vs. 2,6 h).
Die Pharmakodynamik von Ethylphenidat wurde in der Studie nicht erfasst, aus den
subjektiven Berichten der Probanden ergaben sich jedoch keine deutlichen Unterschiede
in der Medikamentenwirkung bei gleichzeitigem Konsum von Ethanol und

Methylphenidat im Vergleich zur alleinigen Methylphenidateinnahme.
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6 ABSTRACT

The amphetamine-like drug methylphenidate inhibits the reuptake of dopamine and
norepinephrine in the central nervous system. It is most commonly used in the therapy
of children suffering from the attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) just as
well as of a growing number of adults. After co-ingestion of methylphenidate and
ethanol their active metabolite ethylphenidate is formed.

Metabolism and pharmacokinetics of methylphenidate, its primary metabolite ritalinic
acid and ethylphenidate were studied in-vitro using human liver homogenate and in-
vivo in a controlled three-way study following GCP-guidelines including 9 healthy male
volunteers. For the three-way study methylphenidate (20 mg) was administered in three
different conditions: without and in combination with alcohol (wine) up to 0.8 g/kg
body weight 30 minutes before and 30 minutes after methylphenidate consumption.
Blood samples were collected up to 7 h, assayed using a new developed validated
analytical method via high performance-liquid chromatography-time of flight mass
spectrometry (LC TOF MS).

Only in in-vitro incubation of both, methylphenidate and ethanol in the presence of liver
homogenate, ethylphenidate was formed. It was not detected in incubations of
methylphenidate without ethanol or incubations of both substances in buffer. The
formation of ethylphenidate was saturable by high concentrations of ethanol (beginning
at 5.3 g/L) and methylphenidate (beginning at 0.7 mg/L). Such concentrations may be
reached during the first pass after absorption. Ethanol inhibited the formation of ritalinic
acid (p < 0.01) and addition of the esterase inhibitor sodium fluoride decreased both,
ethylphenidate and ritalinic acid formation (p < 0.01). In the presence of equimolar
concentrations of cocaine, the formation rate of ritalinic acid and ethylphenidate
decreased significantly (p < 0.01). It was concluded that the formation of ethylphenidate
and ritalinic acid is catalyzed by a hepatic esterase, probably human carboxylesterase
1A, which is involved in cocaine metabolism. The observation of a more than 50%
inhibition of the methylphenidate metabolism indicates that cocaine has a higher affinity
to the enzyme. In another assay a minor formation of ethylphenidate was shown after
incubation of methylphenidate and ethanol in human serum. This process was inhibited

by addition of sodium fluoride (p < 0.01) indicating its enzymatic nature.



126

The controlled three-way study involved variations in the order of the intake of
methylphenidate and ethanol. The detection of ethylphenidate after combined
application of methylphenidate in a therapeutical dose (20 mg) and a moderate dose of
ethanol (up to 0.8 g/kg body weight) confirmed its formation as a minor metabolite of
methylphenidate besides ritalinic acid, the primary metabolite. Ethylphenidate was
detected in minor concentrations only reaching 0.3 to 3.2 pg/l. Methylphenidate
concentrations were in range 4.6 to 28.6 pg/l, ritalinic acid concentrations were 187 to
442 ug/l, which is in accordance with results of other studies. The pharmacokinetic data
was according to a one-compartimental model with one segment absorption. In contrast
to the findings of cocaine and ethanol co-abuse, the additional ethanol ingestion did not
significantly affect the methylphenidate concentrations though a tendency towards
higher concentrations was noted. The order of drug administration influenced the
metabolism of both, ritalinic acid and ethylphenidate. Ethanol ingestion prior to
methylphenidate delayed the formation of ritalinic acid (tmax 2.6 h vs. 1.8 h). In
comparison to the intake of methylphenidate only, Cmax of ritalinic acid decreased.
Cmax and AUC of ethylphenidate increased if ethanol was ingested first (p < 0.05). In
comparison to the formation of cocaethylene, which reaches concentrations comparable
to those of cocaine, ethylphenidate was detected in small concentrations only. However,
one subject exhibited high concentrations of methylphenidate (> 25 pg/l) as well as low
concentrations of ritalinic acid (< 90 pg/l) while ethylphenidate was present in levels
comparable to the other subjects. It was supposed that his methylphenidate metabolism
was markedly reduced and he was classified as a ,poor metabolizer’.

Cocaethylene shows similar pharmacodynamic effects as cocaine and a prolonged
elimination  half-life  than  cocaine.  This was not confirmed for
methylphenidate/ethylphenidate. The elimination half-life of ethylphenidate was shorter
than that of methylphenidate (1.5 h vs. 2.6 h) and the 9 subjects did not report
differences in the effects of the combination of methylphenidate and ethanol.
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