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Abstract

Aim: The aim of the present study was to assess the drug interaction potential of some
psychoactive drugs on methadone N-demethylation using cDNA-expressed cytochrome P450
(CYP) enzymes.

Design: Methadone was incubated with various drugs (n=10) and cDNA-expressed
CYP3A4, CYP2D6, CYP2B6, CYP2C19 and CYP1A2 enzymes to screen for their inhibition
potency. The nature of inhibition mechanism was further investigated for potent inhibitors. To test
for a mechanism-based component in inhibition, all substances were tested with preincubation and
without. Methadone, EDDP and EMDP concentrations were determined by liquid chromatogra-
phy/tandem mass spectrometry following liquid/liquid extraction (pH 8.5).

Findings: Amitriptyline, buprenorphine, MDMA and zolpidem preferentially inhibited
N-demethylation of methadone. Amitriptyline showed a possible, and methylenedioxymetham-
phetamine (MDMA) a severe interaction potential via CYP2D6 as reversible inhibitors in further
investigations. Zolpidem revealed a mechanism-based inhibition of CYP2D6.

Conclusions: Amitriptyline, MDMA and zolpidem showed a distinct inhibitory potency
towards EDDP formation via CYP3A4 and CYP2D6, implicating a decreased conversion and an
increased AUC of methadone. Further investigations, e.g. approaches involving relative activity
factors, are planned to refine and extend the present results. Nevertheless, a consideration of the in
vitro evidence of drug-methadone interaction should help to improve both patient care during
maintenance treatment as well as the interpretation of toxicological findings.

1. Einleitung

Methadon ist weltweit das am hdufigsten eingesetzte Substitutionsmittel
zur medikamentdsen Behandlung Opiatabhdngiger und besitzt eine breite Akzep-
tanz [2, 18]. Der Wirkstoff hat nach Bekanntwerden zahlreicher Methadon-assozi-
ierter Todesfille etwas von seiner Attraktivitdt eingebiiflt [1, 3-5, 15, 20]. Diese
Todesfdlle traten in der Einstellungsphase oder im Zusammenhang mit sog. take-
home Vergaben, iiberwiegend jedoch in Kombination mit illegalen Drogen oder
weiteren Medikamenten, auf [9, 18, 19]. Obwohl Interaktionen bei Opiatabhéngi-
gen und polytoxikomanen Personen hiufiger beobachtet werden, sind die Inzidenz
und das Ausmal} der klinischen oder toxikologischen Bedeutung unklar. Wech-
selwirkungen auf pharmakokinetischer Ebene veréindern die Konzentration des
Interaktionspartners im Blut, wobei relevante Interaktionen oft an den Cytochrom
P450 Enzymen (CYP) stattfinden [12].
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Es ist bereits ldnger bekannt, dass Methadon vorrangig in der Leber iiber
CYP3A4 demethyliert wird, und anschlieBend spontan durch intramolekulare
Kondensation zum EDDP zyklisiert, das den wesentlichen, allerdings pharmako-
logisch inaktiven Metaboliten des Methadons darstellt [2,7,10,16,17,22]. Erst vor
kurzem wurde erkannt, dass auch CYP2B6 und CYP2C19 diese Umsetzung maf3-
geblich katalysieren, und erste Hinweise deuten auf eine Beteiligung von
CYP1A2 hin [8]. Die Datenlage zu CYP2D6 ist kontrovers. Es wurden sowohl ein
Abbau als auch eine Inhibition des Substratumsatzes bzw. keine Beteiligung des
Enzyms an der Biotransformation aufgezeigt [2,23].

Ziel der Untersuchungen war a) zu kliren, welche CYPs an der N-De-
methylierung von Methadon beteiligt sind und b) erste orientierende Experimente
zur Hemmung der Biotransformation von Methadon durch Drogen und Arznei-
mittel durchzufiihren.

2. Material und Methoden
2.1 Supersomes und Chemikalien

Fiir die Untersuchungen wurden die folgenden cDNA-klonierten CYPs
verwendet: CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4,
einschlieBlich Kontrollmikrosomen sowie NADPH-regenerating solution A und B
(Natutec, Frankfurt). Methadonhydrochlorid, Amitriptylin, Atomoxetin, Bupre-
norphin, Citalopram, Clobazam, Clozapin, Methylendioxymethamphetamin
(MDMA), Nikotin, Zolpidem und Zopiclon wurden von Sigma/Aldrich (Stein-
heim) bezogen. Die Bezugsquelle fiir Standardlésungen von deuteriertem und
undeuteriertem Methadon und EDDP sowie von EMDP war LGC Promochem
(Wesel); Methanol (HPLC-Qualitét), Essigsdure, Ethylacetat, Acetonitril (HPLC-
Qualitit) und Ammoniumacetat waren von Roth (Karlsruhe).

2.2 Versuchsdesign

Zunichst wurde untersucht, welche Enzyme am Stoffwechsel des Metha-
dons beteiligt sind und die kinetischen Kerndaten (K,,: Michaelis-Menten Kon-
stante, V. maximale Reaktionsgeschwindigkeit) ermittelt (Sigma Plot 9.0,
Systat Software, Point Richmond, CA, USA). AnschlieBend wurden bisher nicht
untersuchte, potenzielle Interaktionspartner anhand von Urinauswertungen (Im-
munoassay auf gingige Betdubungsmittel, hochdruckfliissigkeitschromatographi-
sche Ubersichtsanalyse) und Auskiinften von Patienten einer groBen, regionalen
Methadon-Schwerpunktpraxis ausgewéhlt. Nach Wahl der potenziellen Inhibito-
ren Amitriptylin, Atomoxetin, Buprenorphin, Citalopram, Clobazam, Clozapin,
MDMA, Nikotin, Zolpidem und Zopiclon wurde das Ausmal} ihrer Hemmung
bestimmt. Um auf eine metabolisch aktivierte Inhibition zu priifen, wurden Ver-
suchsreihen ohne bzw. mit einem Pridinkubationsschritt durchgefiihrt. Lag eine
wesentliche Hemmung des Methadonabbaus vor, wurde der Inhibitor weiter durch
Bestimmung von ICsy (Inhibitorkonzentration bei 50% der Kontrollaktivitét), K;
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(Inhibitionskonstante), K; (Inhibitorkonzentration bei halbmaximaler Inaktivie-
rungsrate der metabolisch-aktivierten Enzymhemmung) und kiyaee (Inaktivierungs-
konstante der metabolisch-aktivierten Enzymhemmung) charakterisiert. Schlief3-
lich wurde versucht, anhand der Daten eine Abschitzung des Risikos im Sinne
einer Erh6hung der area under the curve (AUC) bei kombinierter Einnahme vor-
zunehmen.

2.3 Probenaufarbeitung und Bestimmung von Methadon und seinen Metaboliten

Alle Kalibrationsstandards und Inkubationsanséitze wurden nach Zugabe
der internen Standardsubstanzen und Boratpuffer pH 8,5 mit Ethylacetat extra-
hiert. Der Extrakttrockenriickstand wurde in 50 pL FlieBmittel aufgenommen,
davon wurden 5 pL in ein LC-MS/MS System injiziert (Ionenquelle: Turbolon
Spray, Tandem-Massenspektrometer: APl 356, Applied Biosystems, Toronto,
Kanada; Perkin Elmers series 200 Probengeber und Pumpe, Perkin Elmer, Uber-
lingen). Die Trennung erfolgte an einer Luna C18 Siule (innerer Durchmesser: 2
mm, Linge 15 cm, Phenomenex, Torrence, CA, USA) mit Ammoniumacetatpuf-
fer pH 3,2/Methanol/Acetonitril (25:15:60 Vol%) als FlieBmittel bei einer Fluss-
geschwindigkeit von 280 pL/min. Das Eluat wurde im positive mode ionisiert,
und die Analyte wurden im multiple reaction monitoring mode detektiert (Tab. 1).
Die Methode war unter Beriicksichtigung mdglicher Matrixeffekte validiert wor-
den [2, 13].

Tab. 1:  Masseniibergénge zur Quantifizierung von Methadon, EDDP und EMDP

Analyt Pseudomolekularion [M + H'] Fragmention
Methadon 310,3 265,1
Methadon-dy 319,3 268,1
EDDP 278,1 234,2
EDDP-d; 281,3 234,2
EMDP 264,1 219,9

3. Ergebnisse und Diskussion

Neben CYP3A4 katalysierten auch CYP2B6, CYP2C19 und CYP2D6
die Bildung von EDDP aus Methadon (Tab. 2), wihrend EMDP nicht oder nur im
Bereich der Nachweisgrenze (0,3 ng/mL) in den Inkubationsansitzen nachgewie-
sen werden konnte.

Fiir jeden potenziellen Inhibitor wurden zunéchst Versuchsreihen mit In-
hibitorkonzentrationen von ', 1 und 2 K,,,, entsprechend dem K,,-Wert des jewei-
ligen Enzyms, angesetzt. In Tabelle 3 sind die Substanzen (Inhibitorkonzentration
2 Kpn) dargestellt, die die N-Demethylierung von Methadon deutlich hemmten.
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Tab.2: Michaelis-Menten-Konstante k,,, maximale Reaktionsgeschwindigkeit V... und
Enzymkinetik der Abbau von Methadon beteiligten CYPs

Enzym K [pM] Viax [kmol/min/10 pmol Enzym]  Kinetik

CYP2B6 69,6 6,66 - 10 Michaelis-Menten
CYP2C19 72,7 1,92 - 10 Substrathemmung
CYP2D6 2,98, 704,3 2,30+ 107, 4,80 - 107 biphasisch
CYP3A4 13,3, 383.3 1,36 - 107 5,28 - 10~ biphasisch

Buprenorphin und Amitriptylin hemmten die Umsetzung durch CYP3A4
stark, und bei Zolpidem war sogar eine sog. mechanism based Inhibition zu ver-
muten. Die metabolisch-aktivierte Hemmung, der meist die feste Bindung eines
Inhibitorproduktes an das Enzym zugrunde liegt, fiihrt zu bedeutenden, schwer-
wiegenden Arzneimittelinteraktionen [2, 21]. Amitriptylin hemmte den Metha-
donumsatz auch tiber CYP2D6, ebenso wie MDMA. Bei CYP2B6 zeigte sich ein
deutlicher Effekt fiir Atomoxetin, ebenso bei CYP2C19, bei dem Amitriptylin
erneut eine Hemmwirkung zeigte.

Tab. 3:  Reaktionsgeschwindigkeit (EDDP-Bildung) relativ zur Geschwindigkeit ohne Inhibitor
[%] bei 2 - K,; fett: potenzielle Inhibitoren, kursiv: potenzieller metabolisch-aktivierter

Inhibitor
ohne Priinkubation  mit Priainkubation
CYP Inhibitor 2K, 2K,
3A4 Buprenorphin 8,5 12,6
Zolpidem 15,5 9,2
Amitriptylin 9,8 8,1
2B6 Atomoxetin 36,7 10,9
2C19 Amitriptylin 21,6 8,7
Atomoxetin 11,6 4,1
2D6 Citalopram 41,9 323
Clozapin 43,0 31,0
Amitriptylin 23,6 38,0
MDMA 14,2 13,8

Zur genaueren Charakterisierung der Interaktionen wurden fiir die 4 po-
tenziellen Interaktionspartner Amitriptylin, Buprenorphin, MDMA und Zolpidem
weitere kinetische Konstanten ermittelt.

Der ICso-Wert kann einen ersten Anhaltspunkt fiir Interaktionen liefern,
und ist bei metabolisch-aktivierter Hemmung nach Prdinkubation kleiner als ohne
Pridinkubation [21]. Von den gewihlten Kombinationen war dies fiir Zolpidem
beziiglich CYP3A4 der Fall. Daher erfolgte eine weitere Bestimmung von K; und
Kinaet Uiber den Kitz-Wilson plot (Tab. 4) [2, 11, 14]. Fiir die anderen Substanzen
ergaben sich keine Hinweise auf eine metabolisch-aktivierte Enzymhemmung.
Um die Hemmung ndher zu charakterisieren, wurde die Inhibitionskonstante K;
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bestimmt, ein MaB fiir die Stidrke der Bindung des Inhibitors an das Enzym. Je
kleiner K;, umso stirker ist die Bindung und damit auch die Hemmung [6, 21].
Danach ist MDMA ein starker, potenzieller Inhibitor gegeniiber CYP2D6; und
Amitriptylin hemmt den Methadonabbau iiber CYP2D6 stérker als iiber CYP3A4
(Tab. 4).

Tab. 4: ICsp- und K;-Werte fiir Amitriptylin, Buprenorphin und MDMA sowie zusétzlich
K- und kip.e-Werte fiir Zolpidem, MW: arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabwei-

chung
Inhibitor CYPpP ICSO [uM]a Ki IHM]s Il=4, I<I IHM]; kinact [min_lla
n=2 MW =+ SD n=4
Amitriptylin 3A4 32,4 12,9+ 1,5
2D6 9,5 3,5+04
Buprenorphin 3A4 33 2,5+0,1
MDMA 2D6 1,5 02+0,1
Zolpidem 3A4
ohne Priinkubation 349 61,1 £33
mit Priainkubation 9,2 K;: 11,1, Kipaer: 0,0292

Es gibt 2 Moglichkeiten zur weitergehenden Interpretation der Daten in
Tabelle 4. Einerseits konnen bereits bekannte Konstanten von Arzneistoffkombi-
nationen und Auswirkungen auf den Menschen zum Vergleich herangezogen
werden. Andererseits kann eine erhdhte Belastung durch Methadon in Gegenwart
des Inhibitors mathematisch abgeschitzt werden [6, 21]. Wendet man z.B. die in
Abbildung 1 aufgefiihrten Gleichung an, so ergeben sich fiir Buprenorphin und
Amitriptylin in therapeutischen Konzentrationen keine wesentlichen Anderungen
der AUC von Methadon, wihrend sie in Kombination mit MDMA bei Plasma-
konzentrationen von 100-350 ng/mL bereits um das 3,3-8,9 fache ansteigen kann.

Vmax
AUC, CL [S]+K, [1]
AUC ~ CL, Voo ,,

[S]+Km-(l+[[]J
K,

1

Abb. 1:  Verdnderung der AUC eines Substrats durch einen reversiblen Inhibitor; AUC: area
under the curve, AUC;: area under the curve in Anwesenheit eines Inhibitors, CL: Clea-
rance, CL;: Clearance in Anwesenheit eines Inhibitors, [S]: Substratkonzentration, [I]:
Inhibitorkonzentration, V,,,: maximale Reaktionsgeschwindigkeit, K,: Michaelis-
Menten-Konstante, K;: Inhibitionskonstante

Durch metabolisch-aktivierte Hemmstoffe wird das natiirliche Gleichge-
wicht zwischen Enzymneubildung und -abbau in Richtung einer negativen En-
zymbilanz verschoben, so dass dann die in vivo Abbaurate Kgegraq des Enzyms be-
riicksichtigt werden muss [14, 21]. Wendet man die in Abbildung 2 gezeigte Glei-
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chung an, so konnen z.B. bereits Plasmakonzentrationen an Zolpidem von 80-200
ng/mL die AUC fiir Methadon um das 2-3fache erh6hen.

[1 ]k t

kdegrad + e

AUC, CL [/1+K,
AUC ~ CL, k

degrad

Abb. 2:  Verdnderung der AUC eines Substrats durch einen metabolisch-aktivierten Inhibitor;
AUC: area under the curve, AUC;: area under the curve in Anwesenheit eines Inhibi-
tors, CL: Clearance, CL;: Clearance in Anwesenheit eines Inhibitors, [I]: Inhibitorkon-
zentration, Kgegraa: 1N vivo Abbaurate des Enzyms, Kina.: Inaktivierungskonstante der
metabolisch-aktivierten Hemmung, K;: Inhibitiorkonzentration bei halbmaximaler
Inaktivierungsrate der metabolisch-aktivierten Hemmung

4. Abschliefende Bemerkungen

Nach den vorliegenden Ergebnissen sind Amitriptylin, Buprenorphin,
MDMA und Zolpidem in der Substitutionspraxis mit Methadon als problemati-
sche Kombinationspartner einzuschdtzen. Interaktionen sind bereits bei therapeu-
tischen Dosen oder einer Konsumeinheit zu erwarten. Besondere Bedeutung
kommt der metabolisch-aktivierten Hemmung durch Zolpidem zu. Untersuchun-
gen, um die Ergebnisse in einen Zusammenhang zur gesamten Biotransformation
in der Leber zu stellen sowie zur weiteren Charakterisierung der Hemmung des
Methadonabbaus durch die anfinglich ebenfalls getesteten Substanzen Atomoxe-
tin, Clobazam, Clozapin und Citalopram werden aktuell durchgefiihrt. Diese
Wirkstoffe stellen wichtige, therapeutische Optionen zur Behandlung von Be-
gleiterkrankungen bei Substitutionspatienten dar.

Die vorgestellten und weiterfilhrenden Versuchsansétze bieten die Mog-
lichkeit, potenzielle Interaktionen durch Arznei- oder Betdubungsmittel bei Sub-
stitutionspatienten im Vorfeld abzukléren, ohne risikoreiche und ethisch bedenkli-
che Probandenversuche durchfiihren bzw. auf selten ausreichend belegte Kasuis-
tiken zuriickgreifen zu miissen. Solche Untersuchungen konnen dazu beitragen,
im forensischen Bereich die Beurteilungsgrundlage bei Kombinationsintoxikatio-
nen zu verbessern, und, im klinischen Bereich, potenziell gefihrliche Kombinatio-
nen zu vermeiden.
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